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tJBER DIE WIRKUNG VON SULFONAMID-PRAPA- 

raten auf salmonella-, DYSENTERIE- UND 
GOLI-BAKTERIEN. 


Von F. Kaiiffmann und K. Sclnnilh. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 5. Feb. 19i2). 

Die umfangreichen Untcrsuchungen der letzlen 4 — 5 Jnlire 
iiber die Wirkung von Sulfonamid-Praparalcn habcn ergclicn, 
dass diese Stoffe auf eine Reihe von Baktorien, wie Pncu- 
mokokken, Gonokokken, Meningokokken, Streplokokken ii. a. 
hemmend 'wirken und in der Behandlung der durcli diese Er- 
reger bedingten Infektionen eine grosse RoJlc spielen. Dagc- 
gen wurden bisher nur wenige experimentcllc und kiinischc 
Arbeiten iiber die Wirkung dieser Subslanzcn auf Baklerien 
der Salmonella-Gruppe oder verwandter Gruppen vcrdffenl- 
Ucht. In der vorliegenden Arbeit sollcn die Ergebnissc cx- 
perimenteller Untersuchungen iiber die Wirkung von Sulfa- 
pyridin, Sulfaguanidin und Sulfalhiazol auf Sahnonclla-, Dy- 
senterie- und Coli-Bakterien mitgeteilt werden. Bevor wir aher 
auf diese Untersuchungen niiher eingehen, wollcn wir die bis- 
her vorliegenden Befunde, soweit sic in dicsem Zusammen- 
hange von Interesse sind, kurz- referieren. 

E. A. Bliss und P. H. Long zeigten, dass Sulfanilamid und Sulfa- 
pyridin das Wachstum verschiedener Baktorien (z. B. Typhus- und 
Coli-Bakterien) in Bouillon hemmen, wobei sich das SuUapyridin als 
iiberlegen erwies. G. Melton und A. Bcch fanden ebenso cine starkc 
bakterioslatisclie Wirkung von Sulfapyridin auf Coli-Bakterien und 
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A E Frisk untersuchte das pharmaKologisclie ^ 

Sulfasuanidin im Menschen und bericlitete ubcv cmige in 
Versuclie, aus denen hervorging, dass Sulfaguanidin gegcn Co i 
Bakterien weniger wirksam war als Sulfapyridm und Snlfat uazol. 

Scliliesslicli Hat voi' kurzem G. Ivdnowcs m seiner Arbeit uboi 
den Wirkungsmechanismus von Sulfonamid-Praparaten cimge 
suche mit Coli-, Dysenterie- und Typhus-Baktenen mitgetei . 


EIGENE VERSUCHE. 

I. Reagenzglas-Versuche. 

Es wurden folgende Praparate der Siilfonamid-Gruppe bc- 
nutzt: 

1. Sulfapyridin (M. &B. 693), 

2. Sulfaguanidin, 

3. Sulfathiazol. 


Diese Sulistanzen wurden in Bouillon oline Popfon golds!, nacli- 
dem in einem Vorversuche festgestellt war, dass die Anwesenbeit 
von Pepton — wie liereits aus der Litci'atur liekannt — die. ■\^'ir- 
kung dieser Praparate melir Oder weniger liemmt. Dio von uns 
benutzte Fleischwasser-Bouillon liatte folgende Zusannncnsc(.7.ung; 


Rindfleiscli 500 g 

NaCl 3 g 

Sekund. Natriumphospliat (12H,^0) 2 g 

Leitungswasser 1000 cem 

p„ 7, 3-7, 4 


Zu den ersten Versuchen wurden die Priiparaic in folgenden 
Verdiinnungen der Bouillon zugesetzt: 1 : 500, 1 : 1000, 1 ; 2000, 1 ; 4000. 
1 : 10000, 1 ; 20000, 1 ; 40000, 1 ; 80000, 1 : 100000 und 1 : .320000, Spiiter, 
als wir nur mit Sulfathiazol arliciteten, wandten wir folgende 
Verdiinnungen an: 1 : 2500, 1 : 5000, 1 : 10000, 1 : 20000, 1 : 40000 
1:80000, 1:160000, 1:320000, 1:040000 und 1 :1280000. Die ehr/.elnen 
Verdiinnungen wurden auf Reagenzglascr a 5 cem Inhalt ahgefiilll 
und im Eisschranke vorratig gehalien. 


Die Beimpfung der Rohrehen erfolgto von einer 20 std. Bouillon- 
Kultur (ohne Pepton), und zwar meist mit 0,1 cem einer Verdiin- 
nung von 1 : 200000 in Bouillon (ohne Pepton). Die Rohrehen kamen 
dann m den Brutschrank und wurden bei tiiglichcr Ablosung min- 
destens 4 Tage lang Lebriitet. Gleichzeitig mit der Beimpfung der 
Rohrehen war die Einsaatmenge (0,1 cem 1 : 200000) auf cine grosse 
Drigalski-Platte ausgestrichen, damit nach 20 std. Bchrtitung die 


1 * 



4 


durchschnittlich 

400—600 Bakterien. 

Im Laufe der Untersuchungen slellte es sicli heraus; dass es 
am zweckmassigsten war, die nach 48 std. Bebrutung erzielten Re- 
sultate der Beurteilung zu Grunde zu legen. Die Ablesung erfolgte 
unter Berucksichtigung der Triibung resp. des Klarbleibens der 
cinzeinen Rohrcben. In den folgenden Tabellen bedeutet + = starke 
Triibung, + = schwache Triibung und — = keine Trubung. Impft 
man aus klaren Rolirchen auf Agarplatten aus, so kann das Rohr- 
chen entwcdcr stcril sem ocicr noch Icbcnde Baktcrien enthalten, 
die zu normalcn Kolonien auswachscn. Halt man klare Rohrchen 
langer als* 2 Tage bis zu 8 Tagcn im Brutschrank, so kommt es 
in vielen Fallen in einigen weiteren Rdbrchcn zu eincr Trubung, 
die jcdoch — wie dementsprecbendc Yersucbe zeigten — oft auf 
ciner im Versuche crworbenen Resistenzsteigerung der Bakterien 
beruhen. Um diese kiinstliche Resistenzsteigerung auszuscbliessen, 
cmpfiehlt es sich, die endgultige Ablesung nacb 2 Tagen vorzu- 
nebmen. 

Wir haben absichtlich keine scharfe Trennung zwischen 
baktcricider und bakteriostalisclier Wirkung gezogen, da es 
uns in erslcr Linie darauf ankam, ganz allgemein die hem- 
mendc Wirkung verschiedener Praparate auf densclben Er- 
rcgcr, resp. die Wirkung dessclben Praparates auf verschie- 
dene Erregcr festzulcgen. Wir sind uns daruber im Klaren, 
dass man unter Berucksichtigung der baktericiden und bak- 
leriostatischen Wirkung zu einer weiteren Differenzierung ge- 
langcn kann, ohnc dass hicrdurch aber die Frage nach dem 
Wirkungsmechanisinus der betreffenden Praparate gelost 
wird. 

Die Tabelle 1 zeigt den ersten Versuch, in dem die Wir- 
kung von Sulfathiazol und Sulfaguanidin auf verscliiedene 
Bakterien gcpriift wurde. 

Es geht aus der Tabelle 1 deutlich hervor, dass die Wir- 
kung des Sulfatliiazols erlieblich starker ist als diejenige des 
Sulfaguanidins, und dass die Empfindlichkeit der einzelnen 
Kulturen sehr verschieden ist; doch sind die gegen Sulfathia- 
zol empfindlichen Kulturen ebenfalls dem Sulfaguanidm ge- 
genuber am empfindlichsten. Am besten wurde die Kultur 
von S.cholerae suis beeinflusst, da noch eine Sulfathiazol- 
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Tabelle i. 
Sulfathiazol. 



Verdunnung 




Kultur 




Glas 








1 

1 2 

1 3 

1 4 1 

5 

1 6 

1 7 

1 

2 

500 

1000 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

3 

2000 


— 

— 

— 

— 





4 

4000 

— 

— 

— 

— 

— 





5 

10 000 


— 

— 









6 

20000 

— 

+ 

— 

— 

— 





7 

40 000 

± 

+ 

— 

i 

± 



' 

8 

80 000 

+ 

+ 

— 

+ 

+ 

— 

+ 

9 

160 OOO 

+ 

+ 


+ 

+ 

— 

+ 

10 

320000 

+ 

■f” 


j- 

1 

+ 

+ 

+ 

KontroIIe 


+ 

+ 

+ 

M 

t 

+ 

+ 

Stilfaguanidin, 

Glas 


Kultur 


mmumi 

1 1 

2 1 

1 3 

1 4 1 

6 1 

6 1 

7 


+ 


+ 


500 
1000 
2000 
4000 
10 000 
20000 
40000 
80000 
160000 
320000 

Zeichenerklarung: 1 = S. paratyphi A 

2 = S. typhi murium 

3 = S. cholerae suis 
i ~ S. newport 

6 = Dysenterie Piexner 
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mTI"!”,"” ^ "'achslum der Balterien 

(48 btd. lang) verhindem konnte. Nach 3 Tagen war das 

letzte Glas (10) dieser Versuchsreihe getriibt, wahrend die 
iibngen 9 Glaser klar waren. Die geringste Empfindlichkeit 
unter den bier gepriiften Salmonella-Kulturen wies die Sal- 
monella typhi murium-Kultur anf, die eine Empfindlichkeit 
von »5« hatte, wenn wir den Grad der Empfindlichkeit nach 
der Nummer des letzten klaren Glases (48 Std. 37® C.) an- 
geben. Dieselbe Sulfathiazol-Empfindlichkeit wiesen 2 Stam- 
me von S. paratyphi B anf, die in einem folgenden Versuche 
untersucht wurden. Ein zweiter S. paratyphi A-Stamm hatte 
ebenfalls dieselbe Sulfathiazol-Empfindlichkeit wie der in 
Tabelle 1 envahnte Stamm. Dem Sulfaguanidin gegeniiber 
waren auch diese Stamme sehr resistant, da es nach 48 std. 
Bebrutung in alien 10 Glasern zur Triibung kam. Wir gaben 
daher die weitere Priifung des Sulfaguanidins anf und be- 
nutzten an seiner Stelle das Sulfapyridin, das wir mit dem 
Sulfathiazol verglichen. 

Wahrend wir in den ersten Versuchen (Tahelle 1) eine Kultur- 
Einsaat von 0,2 ccm der Verdiinnung 1 : 200000 benutzt batten, 
wandten wir zu alien folgenden Versuchen nur 0,1 ccm der Ver- 
dtinnung 1 ; 200000 an, d. h. ca. 400 — 600 Bakterien pro Glas. Bei 
Kulturen, die erheblich schwacher in Bouillon wuchsen, wie z. B. 
Salmonella abortus ovis und Salmonella typhi suis, verwandten wir 
0,1 ccm der Verdiinnung 1 : 20000. Ferner gingen wir bei der gros- 
sen Sulfathiazol-Empfindlichkeit der Kulturen dazu tiber, andere 
Verdiinnungen des Praparats als bishei’ zu benutzen (siehe Ta- 
belle 2). Wenn wir also im folgenden von einer Empfindlichkeit »5« 
sprechen, so bedeutet dieses, dass der betreffende Stamm nach 48 
std. Bebrutung nur in den Glasern 6 — 10 Wachstum zeigte, dass 
also die Glaser 1—5 klar geblieben wai-en. In diesem Falle hemmte 
noch eine Konzentration von 1 : 40000 das Wachstum der einge- 
saten Bakterien. 

Die vergleichenden Versuche mit Sulfathiazol und Sulfa- 
pyridin ergaben, dass Sulfathiazol starker wirkte als Sulfa- 
pyridin, das also hinsichtlich seiner in vitro Wirkung zwischen 
Sulfathiazol und Sulfaguanidin stand. In der Tabelle 2 sm 
einige dieser Versuche dargestellt. 
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Sulf(ij)yri(iin. 


Gins VcrdiinnunR 


Kullur 


1 I 2500 

2 I 5000 ______ 

3 10000 -r -J- - _ „ ~ 

20000 + -f. __ ~ 

■'» -10000 4- 4. __ T 7 

80 000 4-7 j. T T 

^ 1 GO 000 4 - .j. 7 J 

S 320000 4- .4 j ^ 7 

^ 010000 4 - ^ 7 7 

I 1280 000 I 4. .i. J 7 I* 

Zeichenerkliirung: 1 = S. pnrnt.v,,),! A ~ ~ 

2 = S. ))ara1yi)hi n 

3 = S. clioloi'fio suis 
= S. no\vi)c)rt 

3 = S. fyplii 

= iJysontoi-ip Floxiipi- 

liinsaat: 0,1 ccm 1:200000 \iiil 

Stamm von S. clmlcrac suis L;7'" t 7"''’ 37" C 
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Das Resultat des in Tabelle 2 wiedergegebenen Versuches 
l)edarf keincr niilieren ErUiuterung; die starkere Wirkung des 
Sulfalhiazol tritt klar zu Tage, sodass wir in den folgenden 
Vcrsuchen nur. mit Sulfalhiazol gearbeitet haben. Die Er- 
gcbnissc dieser Untersuchungen sind in Tabelle 3 summa- 
risch dargestellt. 


Tabelle 3. 


Sulfalhiazol-Empfindliehkeit. 



7 = 1 :160000 
8 = 1:320000 


10 = 1 : 1280000 


.,cr ™enc 3 gcM f 7 -' 

[ullurcn die Salnionella c lo crae Verdunnung von 

ichsten sind, da zu lienimen vermag. 

: 160000-1 : 320000 ;^^"piexner4^ultur^^ ^v.b- 

ibenso empfindhch ^ die sogenannten Ententis- 

•end die meislen von 5 haben. 

Erreger. eine durchs^tthc 
Es sei jcdocli bemerkt, dass me 
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neten Typen S. abortus equi, S. abortus ovis und S. enterilidis 
var. danysz einc hohere Empfindliclikcit von 6-8 habcn 3 
Kulturen von S.typbi batten die Empfindhchkcit 5~G, d. i. 
sie wurden noch in Verdiinnungen von 1 :40000— 1 :80000 ge- 
hemmt resp. abgetotet, und zwar unabhiingig vom Vi-Antigen. 
Unter den Coli-Kulturen, die cine durchschniltlichc Empfind- 
lichkeit von 5 batten, befanden sicb vorwiegend Stiinimc, die 
aus Infektionen der Harmvegc isoliert waren. 

Nur wenige Salmonella-Kulturen wie S. oslo, S. caslbournc, 
S. give, S. Uganda und S. muenster waren gegen Sulfatliiazol 
ziemlicli rcsistent, da ihre Empfindlicbkcil durchsclinitllicli 
bei 3 lag. Im grossen und ganzen muss man also sagen, dass 
Salmonella-Kulturen von Sulfatbiazol in vitro slark Jjccin- 
fiusst Averden, sodass auch mit der Moglicbkcit eines Effektes 
in vivo zu rechnen war. 


II. Mdiise-Versiiche. 

Zu den folgcndcn Mauscversuchen (weisse Milusc zwi- 
schen 18 — 20 g) wurdeii 3 verschicdcnc Salmonclla-Tyj^cn 
benutzt: 

1. S. typhi murium, Sulfalhiazol-Empfindliclikcil = 4, 

2. S.cholerae suis var. kunzendorf, Sulfathiazol-Empfindlicli- 
keit = 8, 

3. S. enteritidis var. danysz, Sulfalliiazol-Empfindlichkeil — 
7—8. 


Der erste Versuch wurde mil S. enterilidis var. danysz 
angesetzt und hatte das in Tabellc 4 Aviedergegebene Resullal, 

In techmscher Hinsicht sci erwabnt, dass die yiiiuse per o.s 
infiziert wurden. Sie erliielten eino dichto Bakterienaufsebwem- 
mung (1 Petnschalc auf 15 cem Leitungswasser) auf Brot, und zwar 
ca. ^ cem der Aufsclnvemmung pro klaus. Dio Sulfonamkl-Privnavalo 
wurden m Tragakantli aufgcschwcmmt den Milusen mit Milfo oincr 
Jasernen Schlundsonde, die an einc Spritze montiert war per os 
und wav p„ Taj 30 ms, DIa waUronO dos Vm- ud,S 
gestoijenen Mause wurden seciert, wobci oin Tropfen IlerzbUil nnf 
ne Dngalskiagarplatte ausgeimpft wurde. Bei spaten Todosfiillcn 
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wurden ausserdem Milz- 
strichen. 


und Leber-Stiicke auf 


Flatten 


ausge- 


Tabclle 4, 


Mauscfilltcrungsvcrsuch mit S. cnterilidis var. danvsz. 



Erlautcrung: Die crsten 10 Miiuse wurden vom Infektionstage an 
gercclinct 8 Tago lang mit Sulfapyridin beliandelt, die nachsten 10 
Miiuse IG Tagc lang. Die ubrigen 20 Miiuse wurden erst am 4. Tage 
nacli dor infektion behandelt, und zwar 8 resp. 16 Tage lang. Die 
Kontrollon stai-ben an folgenden Tagen: 1 am 6. Tage, 4 am 7. Tage, 
4 am 8. Tage und 1 am 9. Tage. 


Der in Tabelle 4 wiedergegebene Versucli ergab, dass die 
Behandlung mil Sulfapyridin keine der infizierten Mause ret- 
Icn konntc, dass sic aber die Lebensdauer deutlich verlan- 
gcrlc. So starben z. B. von den 16 Tage lang (1. — 16. Tag) 
behandeltcn Mausen 1 am 8. Tage, 2 am 9. Tage, 1 am 10. 
Tage, 2 am 11. Tage, 1 am 12. Tage, 1 am 14. Tage und 1 
am 16. Tage. Eine Mans starb intercurrent am 2. Tage; ihr 
Herzblut war steril. Wiihrend die Kontrollen durchschnitt- 
lich zwischen dem 7.-8. Tage starben, gingen die behandelten 
Miiuse durchsnittlich zwischen dem 10. — 11. Tage ein. 

In einem weiter unten erwiihnten Versuche der gleichen 
Art war die Sulfapyridin-Behandlung erfolgreicher, da die 
behandelten Mause (mit einer Ausnahme) im Laufe der 2. — 4. 
Woche starben, die Kontrollen dagegen zwischen dem 7.-8. 
Tage. Es gelang also nicht, mit Hilfe von Sulfapyridin die 
Ratin-Infektion der weissen Mans zu heilen, doch wurde die 
Lebensdauer der infizierten Miiuse deutlich verliingert. 

Im zweiten Miiuseversuche wurde an Stelle von S. enteri- 
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tidis var. danysz eine Kultur von S. typhi murium gcnommcn, 
wobei die Wirkung von Sulfapyridin,' Sulfaguanidin imd Sul- 
falhiazol mil einander vcrgliclien wurdcn. Das Ergebnis die- 
ses Versuches ist in der Tabelle 5 dargcslclll. 

Tabcllc S. 

Mdusefiilterungsversuch mil S. typhi murixtm. 


Zalil der 
Mause 

Behandlung 
30 mg pro Tag 

Zahl der gestorbenen 
i\iriiisc 

Jnlcrciir- 
rent gc- 
slorbcn 

Zahl der 
Oberlc- 
benden 

8.-12. Tag 13.— 22. Tag 

10 

Sulfapyridin 
1.-15. Tag 

1 

4 

0 

5 

10 

Sulfaguanidin 
1.-15. Tag 

5 

4 

0 

I 

10 

Sulfa 111 iazol 
1.-5. T.ag 

2 

3 

2 

3 

10 


5 

3 

0 

2 


dastlfapTridStaut 

Weibtzu beachten, dass auoh 9 , 
l-en. Das Sulfaguanidin envies“sich 

fathiazol ist wegen seiner 1 , 'virkungslos; das Sul- 

zu beurteilen. ^^^hadigenden Wirkung nichl sichcr 

"■Wergegeben. imd isl in Tnbcllc (i 
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TahcUe 6. 


Mansefmcrunasvcrsnch mil S.cholerae suis var. Inmzendorf. 


Zahl 

der 

ilfniise 

Behandlung 
30 mg pro Tag 

Zahl der gestorbenen 
Mausc 

Intercur- 
rent gc- 
slorben 

Zahl der 
tlberle- 
benden 

7.-10. 

Tag 

11.-14. 

Tag 

15.— 30. 
Tag 

20 

Sulfapyridin 
1 .- 17 ! Tag 

0 

i 

1 

2 

4 

13 

20 

Sulfagtianidin 
1.-17. Tag 

3 

! 

i 

3 

! 

! 3 

1 

1 

2 1 

9 

10 

1 

4 

i 

0 

0 

n 

1 


Eiiauterung: Der Versucli wurde leider durch einige intercurrente 
Todesfalle gestort; so starben von den Sulfapyridin-Mausen 3 jMause 
an Ratin-Infektion und 1 Maus an einer Kokken-Infektion. Von den 
Sulfaguanidin-Mausen s(arb 1 IMaus an Ratin-Infektion, die andere 
an ciner Coli-Infektion. Die beiden spaten Todesfalle (15.— 30. Tag) 
bei den Sulfapyridin-AIausen erfolgten am 28. resp. am 30. Tage. 

Die Tabclle 6 zeigt, dass die Sulfapyridin-Behandlung der 
SiiJfaguanidin-Behandlung iiberlegen war; doch ergaben beide 
Bchandlungen einen deutlichen Effekt. Wenn wir die inter- 
currcnten Todesfalle ausser Belracht lassen, so iiberlebten 
von 16 init Sulfapyridin behandelten Mausen 13 Manse die 
FuUcrungsinfektion mit Kunzendorf-Bakterien, Avahrend von 
10 Kontrollmausen nur 1 Maus uberlebte. Bei der Sulfagua- 
nidin-Behandlung iiberlebten von 18 Mausen (intercurrente 
Todesfalle abgerechnet) 9 Mause. Ausserdem kommt bei den 
behandelten Mausen, die starben, eine deutliche Verlangerung 
der Lebenszeit zum Ausdruck. 

Die Kunzendorf-Infektion der Maus ist also durch Pra- 
parale der Sulfonamid-Gruppe besser zu beeinflussen als die 
Infektion mit S. typhi murium oder S. enteritidis var. danysz, 
die am schlechtesten zu hemmen ist. 

Im vierten Mauseversuche, zu dem eine Kultur von S. 
tj^phi murium benutzt vvurde, sollte gepruft werden, ob die 
Kombination von Sulfapyridin und Vaccination die per os 









infizierlon Miiusc rclten homilo. Wio I's nns tier Tiilu-lh* '» 
niul alls andcrt'ii, friiheivn ICrfaliruufjcti hcrvor/jolil, vonnaK 
die allcinif^c Vaccinafimi rosji. dii- .Suirai)yndin-I5cliandliinf,’ 
liticiis(cns die Ilalflc dor iiifix.ierlon .M;iusi‘ zii itHcii. Aul 
Gnind dor lirfahningoii mil Pnouinoiadikoii isioho iioi A'. 
Schiiiilli) war os jodooh wahrsolioinlioh. dass oiiio komlti- 
nicrle 15cliandluni4 oino liossoro WirlaniK lialton wiirdt-. Davs 
dieses lalsaclilioh dor I'all war, ^I'lil atis dor 'laliollo 7 lu-r- 
Yor. 


TtiMlr 7. 

MaustiiitlcningsvirfUflt mil S.t<i}>hi tuunxi: 


Znhl 

(ler 

MAusc 

Vne- 

cin.'i- 

lion 

Snlfajiyridiii 
.'Id ing (iro Tit}; 

j 

/aid dor gc'.lnilicnoa 
Mau>.c 

•s. r-’. i:i. n>. 'Si 

'I'ng Ta.; 

i* V 

«... i* *»- 

20 

1 "F 

1 I. — 17. 'Ini* 

1 'J 1» j 

\ 

1 

20 

'i- 

— 

O n 

1 


20 

— 

1.— 17. Tn^ 

S T , 

it 

f 

f 

20 

— 








J 1 


1 


'‘a'l-naip: t),,. Vurrinati..,. n-.u-u in 

init 4" ot'fuhri , ,1 • a a la (al-rii.- 

W Vacria; nrSn ^ 

l-esp. 100 Millioaon I)aktvri.a/’';,;/,'; n 

Der oi.-,tc iTitcrcuirenli' To<lr<fi,u i , i *' ' ' *“*’ la 

dor zweitc nuf eia.-r Cr.ii j„f, r,- " "••■'d. Inf- 

Toclcsfalle ,lcr Koa.rclh,' un( wilT T’"'' •' 

'cl'endcn M;„„e wunl.ai ani i > v , ' . - f»i'' ai-r 

'orhorgclieiKlon VeiMid,,.,) " d- in 

Aelicr liaktcrioloyisoli uni..r<i„t Nj,l, 

<>nvios sicl, als storil d w':.' >•"> T.-ii .li.w., , 

f'oidon Organon S.iypl.i nin'rinin."'" ” »' 


JK it) 


gchl aus dor Tnhnii,> ~ i 
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als auch cliemotherapeutisch behandelt waren, wobei 2 u be- 
rucksichtigen. ist, dass die vorgenommene Vaccination ab- 
sichthch schwach war, um den Kombinations-Effekt besser 
hervortreten zu lassen. Es kommt liinzu, dass der durch- 
schnittliche Todestag der 5 Manse, die vacciniert und chemo- 
therapeutisch behandelt waren, der 23. Tag war, wahrend 
der durchschnittliclie Todestag der Kontrollen auf den 12. 
Tag fiel. 

In der Wirkung des Siilfapyridins auf die Mauseinfektion 
niit S. cliolerae suis var, kunzendorf, S. typhi murium und 
S, cnteritidis var. danysz bestclien deutliche Unterschiede, die 
sich nach der Art des Erregers richten. So nimmt die Wirkung 
auf diese 3 Erreger in der obigen Reihenfolge ab, da Ratin- 
Bakterien am schlechtesten beeinflusst werden. Die Empfind- 
lichkeit der Ratin- und Kunzendorf-Bakterien gegen Sulfa- 
pyridin ist gleich hoch, ebenso die Mausevirulenz beider Ty- 
pcn, sodass also die verschiedene Wirksamkeit von Sulfapy- 
ridin niclit auf diese Faktoren zuriickgefuhrt werden kann. 
Wenn man von der Annahme ausgeht, dass Praparate der 
Sulfonaniid-Gruppe erst dann zur vollen Wirkung gelangen, 
wenn ihre bakterienhemmende Wirkung durch die Immun- 
stoffc des Organismus erganzt wird, so muss man schliessen, 
dass Miiuse schlechtere Immunsioff-Bildner gegen Ratin- als 
gegen Kunzendorf-Bakterien sind. Dieses scheint nun tat- 
sachlich der Fall zu sein, wie folgender Versuch zeigt. 

Jc 20 Mause wurden mit Ratin- resp. Kunzendorf-Bakte- 
rien (100° Vaccine) aktiv immunisiert. Die Mause erhielten 
i. p. dreinial in Abstanden von je 4 Tagen 20, 40 resp. 100 
Millionen Bakterien und wurden 3 Tage nach der letzten Vac- 
cination mit Ratin- resp. mit Kunzendorf-Bakterien infiziert. 
Das Ergebnis dieses Versuches ist in der Tabelle 8 dargestellt. 

In einem Parallel-Versuche wurde das Serum von je 6 
Mausen, die in derselben Weise mit Ratin- resp. mit Kunzen- 
dorf-Bakterien vacciniert waren, auf 0-Agglutinine hm ge- 
priift. Wahrend das Serum der mit Kunzendorf-Bakterien 
immunisierten Mause die homologe Kultur bis 1 : 80^ kornig 
agglutinierte, gab das Serum der mit Ratin-Baktenen im- 
munisierten Mause ab 1 i 20 keine Spur von Agglutination. 
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Tabcllc S. 

M dxisefmtcr ling svcr such nach Vacchiadon. 
a) S,enteritidis vai\ danxjsz. 


Zahl der 
Mause j 

Vaccination 

Zahl der geslorbenen 
Mause 

Inlcrcur- 
rent gc^ 

Zahl der 
Oberle- 


5,— 6. Tag 

7.-8. Tag 

slorben 

benden 


1 

+ 

1 

5 

■■ 

1 

1 

0 

■■ 

— 

7 

■■ 

0 

0 


L) S. cliolcrae snis var, knnzcndorf. 




Zahl der geslorbenen Mause 



5.— '8. Tag 

9.-12. Tag 

13.-.82. Tag 

20 

+ 

0 

7 

7 

20 

— 

15 

4 

0 


Intcrciir-i 
rent gc- 
slorben 


Zahl (ler 

Dberlc- 

benden 


G 

0 


Erlauterung: Vaccination+ = Mfluse wurden vacciniert. 

~ nicbt vaccinicrl. 


Der m Tabelle 8 wieclergcgcbene Versuch zeigt, class cs 

me It gelungen war, Miiusc akliv gegen cine Ralin-Infclvtioii 

zu inimunisieren, da es nicht cinmal zii einer Verla»gerun« 

der Lebensdauer kam. Im Gegensaiz hierzu Icatfe die Lnnit 

msiening mit Kunzendorf-Bakterien einen dcutliclccn Effclct 

a 6 Mause uberlebten und die ubrigen erheblich spiitcr slar- 

s die Kontrollen. Der durclischnitlliche Todcsfii? H 
vaccinierten Mause war dnr ifi i "uuicue lodeslag der 

der 7. Tag Da nnn i? m - der Kontrollen 

Infektion nicht a^Dv 

scheinlicrrucli 

nation + Cheniotherapiel , Beliandlung (^kacci- 

nen. Es blieb daher zu nriif ^ Erfolge erzielen kon- 

sierung + Cheniotherapie die'^'Ratin Immuni- 

--e.™ s.t,pM ,TUe. 
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am Tage vor der per os-Infektion sowie am 1. und 4. Tage 
nach der Infektion je 0,2 cem des Immunserum i. p. Zur 
KontroIIe dienten 20 Mause, die nur mit Serum behandelt 
warden, 20 Mause, die nur mit Sulfapyridin behandelt waren 
und 20 Mause, die iiberhaupt nicht behandelt warden. Alle 
80 Mause erhielten dieselbe Ratin-Infektion per os. 

Die unbehandclten Kontrollcn starben zwischen dem 7. — 8. 
Tage, ebenso die Mause, welche nur mit 0-Immunserum be- 
handelt waren, sodass also die Serumbehandlung ohne jeden 
Effekt w’ar. Am besten schnitten die Mause ab, welche nur 
Sulfapyridin erhielten, da von diesen im Laufe der 2. — 4. 
Woche 19 Mause starben, wahrend 1 Maus noch nach 4 
Wochen lebte. Die 20 mit Serum + Sulfapyridin behandelten 
Mause starben zwar spater als die Kontrollen, aber friiher 
als die Sulfapyridin-Mause (im Laufe der 2. — 3. Woche), so- 
dass es also nicht gelang, die Sulfapyridinbehandlung der 
Ratin-Infektion durch Injektion eines Typhus 0-Serum zu 
verbessern. Man muss aus diesem Versuche schliessen, dass 
die Serumgabe, also die Anwesenheit von O-Antikorpern, die 
Wirkung des SulfapjTidins nicht steigerte. Man kann aber 
auch folgern, dass die Behandlung mit einem Typhus 0-Se- 
rum keine adaequate Serumtherapie der Ratin-Infektion dar- 
slellt, obwohl Typhus- und Ratin-Bakterien dasselbe IX-An- 
tigen besitzen. Es ist denkbar, dass ein mit lebenden Ratin- 
Bakterien hergestelltes Immunserum einen besseren Effekt als 
das Typhus 0-Serum gehabt hatte; doch stand uns ein sei- 
ches Ratin-Serum nicht zur Verfiigung. Wir diirfen nicht 
vergessen, dass die 0-Formeln des diagnostischen Antigen- 
schema nach Kauffmann-Whiie nichts iiber die immunisie- 
renden Eigenschaften dieser Antigene bei Infektionen mit 
den hetreffenden Erregern aussagen, da diese Beziehungen 
bisher noch nicht naher untersucht warden. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Im Reagenzgiase wirken Praparate der Sulfonamid-Gruppe 
wie Sulfapyridin, Sulfaguanidin und Sulfathiazol auf Bak- 
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tcrien clcr Salmoncllii-, Dysenteric- odor Coli-Gnippc wachs- 
Uuiislicinincnd oder abldlcnd. Die slarkslc Wirkunf? koininl 
dom Sulfalhiazol zu, Wihrend das Sulfaguanidin die scdiwacli- 
slc Wirknng hal. Es cinplichll sich, die Vcrsuchc in peplon- 
freier Bouillon anszufiilircn, da Pcplon die Wirknng der Chc- 
molhcrapcnlica niohr odor Aveniger hcininl. Da die Ividlnren 
in Bouillon mil Snlfonamid-Priiparalcn hei liingercm Anf- 
ciUliall cine gcstcigerlc Resistenz erwerben, solicn Versnebe, 
wclcUc die iivimarc Einpfindlichkcil der zn priifenden Knl- 
Uircn zeigen solicn, nach 48 sUl. Bebriiliing bei ll/" C. ab- 
gclcscn ^Ycrden. Dcrarlige Versnebe ergeben cine vcrscbicdcno 
Rcsislenz der cinzclncn Salmonclla-Typcn, wahrond Knllurcn 
dcsselbcn Typus iin allgcmeinen glcieb empfindlieb sind; docb 
kommen auch innerhalb dcsselbcn 'lypiis Knllnrcn von ver- 
schiedener Empfindlicbkcil vor. Ain cmpfindliebslcn erwics 
sich der S. cliolerae suis-Typns, nnd zwar gleicbgiillig, ob es 
sich um den diphasischen oder den inonopliasischen Tyjnis 
(Knnzcndorf) handellc. So vcnnochlc das Snll'alhiazol noch 
in Verdiinnungen von 1 : IGOOOO — 1 : 820000 das Waclislnm 
der S. choierae suis-Baklcricn zu heinmen. Die Mebrzabl der 


iibrigen Salmon el la-Typcn rvurde dnrcii cine Verdiinnung von 
1 : 40000 dcnllich iin Waclislnm gelicminl. 

Vcrscbicdcnc aus Infcklionen der Harnwege isoliorlc Coli- 
Slammc rvnrden diircliscliiiiltlich von dcnscibcn \’cr(iiinnun- 
gen (1:40000) gchcmml, wiihrend Dyscntcric-KuKuron er- 
hcblich cmpfindlichcr waren nnd sich hicrin wie S. cbolcrae 
snis-Knl In ren ve rb i cl I cn . 


Auf Grund dicser slarkcn in vilro- Wirknng von Snlfo- 
inunul-Praparalcn konnlc man ancli mil eincr Wirknng in 
vivo reebnen, wobei jcdoch mil der verschicdcncn Toxiciliil, 
Rcsorplion nnd Ansscheidung der bclrerfcnden Priiparalc zn 
reebnen isl. Wie es ans friiheren Vcrsnclicn mil Pneumo- 
mkken bekannl war, isl das Snlfalhiazol fiir Miinsc scbiidlicb, 
lolzdem es schnel! aus dcin Organismns ausgcschaitel wird. 
•s isl deshalb scbwicrig, Miinseversuche derarlig anzuselzcn, 
class ,l,c 0 ici lcgcnhcil <las S.ilfalhiaml. <lic sich in v,l„, nn,l 
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liauptsaclilich mit Sulfapyridin gearbeitet. das von den Mau- 
sen gut vertragen und langsam ausgeschieden wird. Sulfagua- 
nidin, das im Reagenzglase schwach wirkte, stand auch im 
Mauseversuche hinter Sulfapyridin zuriick. Wie die obigen 
VersuchsprotokoIIe zeigen, verhalten sich die einzelnen Sal- 
nionella-Infektionen im chemotherapeutischen Versuch sebr 
verschieden. So zcigte das Sulfapyridin gegeniiber einer Fiitte- 
rungsinfeklion mit Ratin-Bakterien eine schwache Wirkung, 
da hierbci nur die Lebcnsdauer der infizierten Mause ver- 
langert wurde, Bei der Fiitterungsinfeklion mit S. typhi mu- 
rium kam eine starkere Wirkung zum Vorschein, die bei der 
Kunzendorf-Infektion noch ausgesprochener war. Hier iiber- 
lebte die JMchrzahl der behandelten Mause die scliwere In- 
fektion, wiilirend die iibrigen stark verzogert starben. Das 
Sulfaguanidin hatte unter den gleichen Bedingungen eine selir 
vicl schwiichere Wirkung. 

Von der Annalime ausgehend, dass es nur dann zu einer 
optimalen Wirkung von Snlfonainid-Praparaten in der Maus 
kommt, wenn das Tier gleicbzeitig eine gute Antikorperpro- 
duktion aufweist, Avurde eine Serie von Mausen mit S. typhi 
murium vacciniert imd dann nach erfoigter per os-Infektion 
mit Sulfapyridin per os behandelt. In diesem Versuche iiber- 
lebten von 19 Mausen 14 die schwere Infektion (von 17 Kon- 
trollen iiberlebte nur 1 Maus), die iibrigen 5 vaccinierten 
Mause starben stark verzogert. Die Vaccination allein rettete 
von 19 Mausen nur 3, wahrend die alleinige Sulfapyridin- 
Bebandlung A'on 20 Mausen nur 4 zu retten imstande Avar. 
Es geht aus diesem Versuche klar hervor, dass eine A^orher- 
gehende Vaccination die Wirkung von Sulfapyridin erheblich 
zu steigern vermag. 

Die schlechte Wirkung des Sulfapyridins bei der Ratin- 
Infektion beruht Avahrscheinlich auf der schlechten oder feh- 
lenden Antikorperbildung im Verlaufe dieser Infektion, da 
es in einem Versuche nicht gelang, Mause gegeii eine tod- 
liche Ratin-Infektion aktiv zu immunisieren. Unter den glei- 
chen Bedingungen hatte eine Vaccination gegen Kunzendorf- 
Bakterien eine deutliche Wirkung. Wahrend im Serum der nut 
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Kunzendorf vaccinierlen Miiuse 0-Agglulininc naclnvcisi)ar 
waren, fehUeii diesc Anlikorpcr im Serum dcr mit Ralin vac- 
ciniertcn Tiere. Das Fchlen dicser 0- Anlikorpcr zcigl wahr- 
scheinlich das Fclilen andcrcr Abwehrkraflc an, da wir nichl 
annehmen, dass die 0-AggIulinine die cinzigen Anlikorpcr 
sind, die bei der Infcklionsabwchr cine Rolle spicicn. 

Auf Grund dicser lierexperimenlcllcn Erfalirungcn wird 
man \vohl auch mil eincr Wirkung von Sulfonamid-Prapa- 
ralen bei mcnsclilichen Infcklioncn mil Salmonella-, Dysen- 
Icric- Oder Coli-Bakterien rcclincn diirfen, zumal giinsligc Er- 
fahrungen bei Coli-Infcklionen bereils in grosscrer Zahl vor- 
licgen. Vor allem erscheint cs als aussichlsreich, menschli- 
che Infeklioncn mil S. cholcrac snis, die ofl cinen scplischcn 
Cliarakler haben, cheinolhcrapculiscli zu beliandcln, zumal 
dieser Salmonella-Typus gegen Priiparalc dcr Sulfonamid- 
Gruppe hocli empfindlich und auch im Miiuscvcrsnchc am 
besten beeinflussbar isl. Wir glauben, dass ricblig angcsclzle 
und vorsichtig gedeulclc Rcagcnzglas- und Ticrvcrsuchc in 
den meislen Fallen einen Rhckschluss auf die Wirkung chc- 
motherapenliscber Pniparalc im Menschen znlasscn. 


Zusammcnfassiinff. 

1) Es werden chemolherapeulischc Yersuchc mil Priiparalcn 
del Sulfonamid-Gruppe (Snlfapyridin, Sulfaguanidin und 
Sulfalhiazol) mitgeteilt, die cine gulc M^irkung anf ]3ak- 
lerien der Salmonella-, Dyscnlcrie- und Coli-Gruppe er- 
gaben, Im Reagenzgias halle die bestc Wirkung das Sul- 
falhiazol, die sclwiichste das Sulfaguanidin. 

2) Im Mausefullerungsversuche mit Salmonella Ivphi murium 

warden die besten Resultale erzielt, ^vcnn man die Miiusc 

vor der Infektion vaccinierle und dann nach crfolgtcr 

Infektion mil Snlfapyridin behandellc. Auf diese Wcisc 

ge ang es, mi Gegensalz zn alien friiheren Erfalirungcn 

auf diesem Gebietc, den grossten Teil dcr infizicrlcn Tiere 
Zu relten. 
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3) Die besten chemotherapeutischen Erfolge (ohne Vaccina- 
tion) wurden bei der Kunzendorf-Infektion der Mans er- 
zielt, die schleclitesten bei der Ratin-Infektion, obwohl 
beide Erreger (S. cholerae suis var. kunzendorf und S. 
enteritidis var. danysz) gegen Sulfonamid-Praparate hoch 
empfindlich und fiir Mause gleich virulent sind. Der Grund 
fiir diese schlechte Beeinflussbarkeit der Ratin-Infektion 
wird in der mangelhaften Antikorper-Bildung der Mans 
gegen Ratin-Bakterien erblickt. Es ^^^^d also angenommen, 
dass es erst dann zu einem chemotherapeutischen Effekt 
von Sulfonamid-Praparaten kommt, wenn die unzweifel- 
hafte, direkte antibakterielle Wirkung der betreffenden 
Praparate durch die eigene Antikorper-Bildung des Or- 
ganismus unterstiitzt wird. 
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.rrc T)VM STAATLICHEN SEnVMlNSTlTUl\ KOPENHAGEN. 
(DIEEKTOR: dr. MED. J. ORShOV). 


DBER NEUE THERMOLABILE KORPER- 
ANTIGENE DER COLI-BAKTERIEN.^^) 


Von F. Kauffmaim. 

(Eingegangcn l)ci cler Rcclaktion am 27. kebvuai 

Im Laiifc system atischcr Arhcilcn ul)cr die Serologic dcr 
Coli-Bakterien fand ich cine Rcihc ncucr, lhcrmolal)iIcr Kdr- 
perantigene, iiber die im folgendcn bcricblcl wird. Da diesc 
Antigenc in verschiedener Hinsicbl crbcblich labilcr als die 
bisher bekannten Antigene sind, so babe icli sic r>L-Anti(n'ne<: 
(von dem Worte »labil« abgelcilel) gcnannl. 

I. Serologische V e r su c h e. 
i. Der Nachweis des L-Aniigens. 

Agglutinicrtc man verschiedcnc Icbcndc Coli-Kuilurcn, bc- 
sonders solclie, die aus Urin bei Infeklioncn dcr Harnwege 
Oder aus Eiter, Gallc und Blul isolierl ■\varcn, in den entspre- 
chenden 0-Seren (mit 100'*-KuU«rcn licrgeslelll), so waren 
in vielcn Fallen sowohl die Objcklglas- als aucb die 
Reagenzglas-Agglulination vollig negaliv odcr nur schr 
sclnvacb positiv. Znr Objeklglas-Aggliilinalion wurdc cine 
Serumverdiinniing von 1 : 10 bcnulzl. Die Rcagcnzglas-Agglu- 
tination wurde in Scrumvcrdiinniingcn ab 1 ; 20 angeselzl nnd 
nach 2 Std. 37® C. sowie wcilcrcn 20 Std. Zimmcrlcmpcralur 
mil der Lupe (Sfacb) abgclcsen. Znr Agglutination wurden in 
beiden Fallen lebende Agarkulturcn (20 Sid. 37® C.) ange- 

) Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden am 10. 4. 42 in dcr Diini- 
schen Patliologen-Veroinigung Kopoatiagcn vorgetragen. 
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wandt. Gebrauchte man dagegen zur Reagenzglas-Agglutina- 
tion gekochte Coli-Kulturen, so erhielt man in den entspre- 
chenden O-Seren sehr starke, typische 0-Agglutinationen bis 
Jcum 0-Titer der Seren, der meist bei 1 ; 5000 lag. 

Es handelte sich bier also um eine Erscheinung, die von 
der Typhus-Serologie her bekannt ist, namlich um eine aus- 
gesprochene »0-l nagglutinabilitat« . 

Immunisierte man mit solchen lebenden, 0-inagglulinab- 
Jen Coli-Kulturen Kaninchen, so erhielt man Seren, die so- 
%vohl die lebenden als auch die gekochten Bakterien des be- 
treffenden Stammes agglutinierten; doch lagen die 0-Titer 
hdher als die L-Titer. Diese Seren besassen namlich 2 ver- 
schiedene Kor-per-Agglutinine: O- und L-Agglulinine. Absor- 
bierte man ein mit lebenden Coli-Bakterien hergestelltes Se- 
rum (OL-Serum) mit gekochten Bakterien, so entfernte man 
hierdurch nur die 0-Agglutininc, wahrend die L-Agglutinine 
im Serum zuriickblieben. Dieser Versuch beweist, dass die 
L-Antigene vom Vi- Antigen, das A. Felix und R. M. Pitt fan- 
den, verschieden sind, da bekanntlich auch gekochte Typhus- 
Bakterien der V-Form das Vi-Agglutinin binden. 

Die zur Immunisierung benutzten Coli-Kulturen waren 
ganz Oder fast unbeweglich und lieferten, bei Amvendung von 
lebenden Bakterien oder Formalin-Bouillonkulturen, keine H- 
Agglutinine.*) 

In der Tabelle 1 sind die Versuche, aus denen die An- 
wesenheit des L-Antigens hervorgeht, dargestellt. 

Aus der Tabelle 1 geht hervor, dass die lebenden Bakterien 
des Stammes U 14 nicht vom 0-Serum, sondern nur vom OL- 
Serum agglutiniert werden. Ferner zeigt die Tabelle, dass ein 
0-Serum sowohl von lebenden als auch von 100°-Bakterien 
absorbiert werden kann. Dagegen wrd das OL-Serum nur von 
lebenden Bakterien vollig erschopft, nicht dagegen von 100®- 
Bakterien, da hier noch die L-Agglutinine im Serum zuriick- 
bleiben. Die bindende Eigenschaft des L-Antigens wird also 
durch Erhitzung auf 100“ C. (1 — 2 Std. lang) zerstort, sodass 
die Vermutung, dass hier ein Vi-Antigen als Ursache der O- 

^^Zuinprufung auf Beweglichkeit miissen junge Bouillonkul- 
luren (5 Std. 37“ C.) angewandt werden. 
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Tabclle L 

Ergcbnissc dcr Beage7izglas-Aooluiinaiion v}it IminuiisereJi dcs 
Coli-Stammes U 14, 
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ein Vi-Serum die 0-inagglutinablen Coli-Stamme nicht aeglu- 
tinierte, 

Auch von dem friiher von mir nachgevdesenen V„-Antigen, 
das ebenfalls ein besonderes, thermolabiles Korperantigen der 
Salmonella-Kulturen mit V-Antigen (Fiinf-Antigen) ist, unter- 
scheiden sich die L-Antigene der Coli-Bakterien. Dieses geht 
aus der Tabelle 2 hervor, in der Resistenzunterschiede dieser 
3 thermolabilen Korperantigene dargestellt sind (betreffs wei- 
terer Eigenschaften des Vi-Antigens siehe bei A. Felix und 
iMitarbeitern) . 

Bei dieser Gelegenheit babe ich meine friiberen Ver- 
suche iiber die Sonderstellung des V^-Antigens ^viederholt 
und bestatigt. Ich benulzte hierzu eine kiirzlich erhaltene 
0-Form von S. paratyphi B, die mir vom Hygienischen 
Institut Basel iibersandt war. Diese Kultur lag in 2 serologi- 
schen Formen vor: 1) in rein spezifischer Phase (IV .V .XII. . .b) 
und 2) in reiner 0-Form (IV.V.XII. . .). Mit dieser lebenden 
O-Form immunisierte ich 3 Kaninchen und erhielt (nach 
Mischung der 3 fertigen Seren) ein Immunserum, das vollig 
frei von H-Agglutininen war. Absorbierte man dieses 
IV.V.XII . . .-Serum mit gekochten Bakterien des homologen 
Stammes, so blieben im Serum die V^-Agglutinine zuriick. 
Dieses V,-Serum hatte keinerlei Wirkung auf die L-Antigene 
der Coli-Bakterien. 

Es sei nebenbei bemerkt, dass die Kultur Salmonella coli 
3, welche die IV.V.XII . . .-Antigene besitzt, auch das V^-Anti- 
gen enthalt. 

Wir miissen demnach bei Coli-Bakterien z\\'ischen 3 ver- 
schiedenen thermolabilen Korperantigenen unterscheiden, dem 
Vi-Antigen, dem Vj-Antigen und den L-Antigenen. 

Aus der Tabelle 2 geht hervor, dass die L-Antigene labiler 
sind als alle anderen bekannten Antigene. Im Gegensatz zum 
Vi-Antigen wird die bindende Eigenschaft des L-Antigens 
durch Erhitzung auf 100° C. beseitigt. Da man bei der Ab- 
sorption mit sehr dichten Bakterienaufschwemmungen arbei- 
tet, so empfiehlt es sich, zur Ausschaltung des L-Antigens 
eine 1—2 std. Erhitzung auf 100“ C. vorzunehmen und die 
gekochten Bakterien mit NaCl-Losung zu waschen. Durch Er- 
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Tabclle 3. 



Lebend oder 0,5% 
Formalin 



1 

- 2 

3 


j 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

^ 1 

: 1 

' 

— 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

1 Std. 600 c. 

^ 2 

(-) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


J 

3 

— 

— 

! + 


+ 

1 

+ 


1 

1 

1 



, — 

1 

! — 

+ 

1 

+ 

; — 

i 

21/2 Std. 1000 c. 

1 

> 2 


+ • 

1 

+ 

+ 

— 


3 

— 

— 

— 

+ 

+ 

i 


1 

1 



— ' 

+ 

+ 

+ ! 

1 

1 

1 


aOo/o Alcohol 20 Std. 1 

> 2 

1 

(-) 

+ 


+ 

+ 

(-) 

• 

370 C. i 

3 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

— 

1 

1 

1 





— 

— 

+ 


— 

n HCl ' 

► 2 








+ 

— 

— 

20 Std. 370 C. 

3 

— 

— 

— 

— 

+ 


— 


ZeichenevkUlrung: L, Vi, V^ und IV = Kdrperantigene. 
H = Geisselantigene. M — Schleimantigene* 

1 = agglutinable Eigenschaft, 

2 agglutininbindende Eigenschaft, 

3 = agglutinogene Eigenschaft, 

= blcibt erhaltcn, 

— = \vird zerstort, 

( — ) = wird in dichtev Suspension nicht vollig zerstort. 
. = nicht untersucht. 


hitzung anf 60° C. oder dnrch Alcohol-Beliandlung wird die 
bindende Eigenschaft des L-Antigens in diclilen Suspensionen 
nicht immer vollig zerstort. 

Die mit Erhitzung, Alcohol odev Phenol behandelten O- 
inagglutinablen Kulturen werden 0-agglutinabeI ; doch liefern 
mil Alcohol behandelte Kulturen L-Agglutinine. Die 0-In- 
agglutinabilitat liisst sich sowohl bei lebenden Kulturen mit 
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L-Antigen als auch bei solchen, die mit 0,5 % Formalin be- 
handelt sind, nacliweisen, sodass diese Kulturen zum Nach- 
wcise von 0-AggIutininen unbrauchbar sind. Will man z. B. 
feststellen, ob Coli-Stiimme von Salmonella 0-Seren aggluti- 
niert werden, so darf man Merzu nicht die Objektglas- Agglu- 
tination Oder die Reagenzglas-Agglutination mit lebenden Bak- 
lerien anwenden, sondern muss mit gekochten Kulturen ar- 
beiten. Der Naclmeis von Salmonella H-Antigenen in Coli- 
Kulturen gelingt deswegen so selten, weil zahlreiche Coli- 
Kulturen ihr H-Antigen sehr schlecht entwickelt haben. 

Es sei besonders hervorgehoben, dass die L-Antigene in 
verschiedener Hinsicht labiler sind als die H-Antigene. So be- 
halten z. B. die H-Antigene, trotz Erhitzung auf 60® C., ihre 
agglutinogenen Eigenschaften, wahrend die L-Antigene sie 
hierbei verlieren. 

Zur Herstellung von OL-Immunseren wurden in erster 
Linie lebende Kulturen benutzt, die 0-inagglutinabel waren. 
Docli eignen sicli zur Erzielung hoher L-Titer nicht alle Stam- 
me gleichmassig; so lieferte ein Stamm (U 14) regelmassig 
hohe L-Titer (durchschnittlich 1 : 1000), wahrend andere Kul- 
turen (z. B. U 5) niedrige L-Titer (1 : 80 — 1 ; 160) hervor- 
hrachten. Um festzustellen, dass auch die einzelnen Kanin- 
chen verschieden reagieren, immunisierte ich 12 Kaninchen 
i. V. mit lebenden Bakterien des U 14-Stammes, wobei 1 Ka- 
ninchen starb. Die fertigen Seren der iibrigen 11 Kaninchen 
batten folgende L-Titer; 2 Seren = 1 ; 320, 5 Seren = 1 ; 640, 
3 Seren = 1 : 1280 und 1 Serum = 1 ; 2560. Die 0-Titer die- 
ser Seren lagen zwischen 1 ; 5000— 1 : 10000; H-Agglutinine 
konnten nicht nachgewiesen werden. 

Die L-Agglutinine besitzen dieselbe Thermolabilitat wie 
die O- und Vi-Agglutinine, unterscheiden sich also von den 
H-Agglutininen. Durch 1 std. Erhitzung auf 60® C. bleiben die 
L-Agglutinine erhalten, werden aber durch 1 std. Erhitzung 
auf 70® C. zerstdrt. 

Wenn man die 0-Inagglutinabilitat von lebenden Kultu- 
ren erhalten will, so muss man die Agglutination nach 2 Stun- 
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den 37« C. imd weileren 20 Sid. Zimincrlcmpcralur ablescn. 
Man darf hierzu also nichl ein Wasserbad von 50" C. anwen- 
dc'n, da hierdurch die O-InagglulinabilHiil ganz oder Icihvcisc 
aufgcliobcn wird. Ebenso muss man zum Nacliwcisc von L- 
Agglulininen das Wasserbad von 50" C. vermciden, da es 
hierin nur zu ciner selir schwachen L-Agglulinalion komml. 
Hat man es mil absorbicrlcn Scren, in denen Icbcndc Hqk- 
Icricn waclisen konnen, zu Urn, so selzl man vor dcr Aggln- 
tinalion den Seren 0,2 % Formalin liinzu, urn ein ev. kriimcli- 
ges Waclislum zu verbindern. Man kann die Agglutination 
der absorbierlen Seren mil Icbendcn Baklcricn auch ohne ein 
Desinficiens ansclzen, muss die Rohreben aber dann nach 
2 Std. 37" C. in den Eissclirank (+ 4 — 5" C.) slellcn und am 
nachslcn Tage ablescn. In alien Fallen, in denen man mil 
Hill’e gekochter Baklerien O-Agglutininc naclnvcisen will, 
cmpfieblt es sich, die Agglulinalion nach 20 Sid. Wasserbad 
50® C. abzulescn. 

Alle in diescr Arbeit benulzlen Kaninchcn-lmmunscren 
waren zur Konscrvicrung mil 0,l"/oo Mcrlhiolal A'crsctzl. 


2. VorscIiUicjc ziir erstmaligen llcrslelliing von L-Antikorpern. 

Will man sich erslmalig OL-Iminunscren herslcllen, so 
gcht man zweckmiissig folgendcrmassen vor; 

Man isolierl von 10 versclucdencn Palientcn mil Coli-In- 
feklioncn dcr Harnwege aus slcril enlnommcnern Urin die 
betreffenden Coli-Stiimme und slelll mil 20 std. Rouillonkul- 
lurcn, die 2% Sid. aul 100" C. erlnlzl sind, O-Immunscren 
I'.er, mdem man die Kaninchen in Absliindcn von jc 4 'ragen 
nnt 0,25 — 0,5 — 1,0 — 1,5 imd 2,0 cc. Kullur i.v. sprilzt. 
Dann aggluUnierl man die cinzclnen Coli-Slammc in ihren 
eigcnen 0-Immunseren, nnd zwar sowohl mil ichender Agar- 
udlur als auch mit gckochler Bouillonkullur. Die Agglulina- 
mn nnt lebenden Bakterien wird nach 2 Sid. 37" C. und 'H) 
Md. Znnmerlemperatur abgcicscn, diejenige mil gckochlcn 
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Bakterien nach 20 Std. 50“ C. Wasserbad. Alle diejenigen 
blamme, die m lebendem Zustande keine Agglutination (ab 
0) ergeben, sind 0-inagglutinabel, falls sie in gekoditem 
Zustande vom O-Serum stark agglutiniert werden. 

Mit den 0-inagglutinabIen Kulturen stellt man nun OL- 
Immunseren her, d. h. man immunisiert die Kaninchen mit 
lebenden Kulturen (Aufschwemmung von Agarplatten in 
NaCI-Losung). Mit diesen OL-Seren wird man dann bei An- 
wendung lebender Bakterien eine stark kornige Agglutination 
erlialten und kann durch Absorption dieser Seren mit 100^- 
Bakterien die L-Antikorper rein darstellen. 


3. L-FormenwechseL 

In der entsprechenden Weise, in der es bei Kulturen mit 
Vi-Antigen zum V-W-Formenwechsel kommt, d.h. zum Auf- 
treten von Kolonien mit oder ohne Vi-Antigen, die sich nach 
A, Giovanardi bereits makroskopisch durch das triibere oder 
klarere Aussehen unterscheiden lassen, kommt auch bei Kul- 
turen mit L-Antigen ein y>L-Formenwechseh<. vor. Die Kolonien 
mit gut entwdckeltem L-Antigen, die L pIus-Formen, sehen 
trube und matt aus, wahrend die Kolonien ohne L-Antigen, 
die L minus-Formen, klar und durchsichtig erscheinen. Um 
diese Unterschiede erkennen zu konnen, empfiehit es sich, 
beide Formen auf ein und derselben Agarplatte zu haben. Ich 
babe bisher noch keine systematischen Untersuchungen iiber 
diesen Formenwechsel angestellt, sondern nur wenige Stam- 
me naher untersucht, zurnal das Auftreten von L minus-For- 
men selten zu sein scheint. Die von mir am meisten benutzte 
Kultur U 14 lag konstant in der L plus-Form vor, wahrend 
die Kultur U 5, die urspriinglich in der L pIus-Form vorkam, 
wiederholt L minus-Formen abspaltete, die bei weiterer Forl- 
ziichtung, auch in der Maus, vdllig konstant blieben. Die Mas- 
senkultur der L minus-Form vermochte in lebendem Zustan- 
de die L-Antikorper des OL-Serum nicht zu absorbieren. Zwi- 
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sclicn dicscn hcidcn Fornicn dcs Slainmcs U a bcslandon dciil- 
lichc PalhogcniliUsunlcrsciiicdc iin MauscvcrsucUc. vvaruul 
wir weilcr iinlcn zuruckkoniincn. Im allgcinoinoii schomcn die 
Slumme mil L-Anligcn sclir konslanl zn scin und nur sdlou 
L ininus-Formcn abzuspallcn : docb sind zur Klaimng dioser 
Frage noch wcilcrc Unlcrsucbungcn crfordcriicb. 

^Yabr.scbcinUcb spielcn die L-Anligei\c — genim sa wic 
das Vi-Anligcn der T.vj)Iius-Kidliiren — aneb bei dor Hacle- 
riopbagen-Wirkung cine Rollc; docb wurden l)islior kcinc Ver- 
suebe in dicser Ricblnng angeslclll. In der enlspreeljenden 
Wcisc, in der spezifisebe Vi-Raclcrioi)bagcn vorlcoinmon, kann 
man aneb mil dem Yovbnndcnsein von besundeven L-Bnele- 
riopbagen reclincn. 

Gegen Priiparalc der Sulfonamid-Gruiiiie verbiellon sicb 
0-aggIutinable und 0-inagghilinablc KuHnren einbeillieb : be- 
Ircffs der 'i’celinik dicser \’crsiicbc sci auf die MiUeilung von 
F. Kauffmmn und K. Schinith verwiesen. 


4. Ober die Tiipcnciniciiitntj innerhalh der C,nli-GrupiH\ 


Icli kann bier diesc Frnge nnr Uurz slreifen, da meine 
Unlcrsiicluingcn nocli nielil abgeseblo.ssen sind iind spiiler 
vcroffenlliclU werden sollcn. Diese Unlersnebui^gen erslreelvon 
sicb auf Cc)!i-Kullurcn aus Urin, Rlul, liiler, Gallc oder I'aeees, 
die mir toils von Dr. A. Scliniilli, leil.s von <len iialindogisehen 
Inslilulen dcs Rispebjerg- und Sundby-llnspilals iiberlassen. 
leils bier isolicrl wurden. 


In dei labcllc .1 sind die .Agglulinulionsergcbnisse von 
10 Coh-IvuUurcn, aus Infclclionen der llarnwege. in ibren Iio- 
mologeii Scren Aviedergegeben, uin cinige Reispieie fiir die 
O-InaggluhnabilUal snlcber Kulluren zu geben. Soweil es sieb 
nsber beurlcden liissl, kominen unler den aus Krankhcils- 
lallen isolierlcn Slammcn haufiger 0-inaggIulinai)Ie Kulluren 
ais unler den Facces-Sliimmen vor. 

Aus der Tabcllc 3 gchl bervor. dass von 10 Urin-Sliiniinen 
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Tabelle 3. 


Ergebnisse der Eeagenzglas-Agglutination. 


Stamm 

0-Scren 

agglutiniert mit Kultur 

OL-Seren 

agglutiniert mit Kultur 

lebend 

1000 

lebend 

1000 

U 1 

0 

5120 

HIIIQHH 

5120 

U 4 

0 

5120 


5120 

U 5 , 

0 

5120 

160 

5120 

U 6 

0 

5120 

160 

5120 

U 7 

0 

5120 

160 

5120 

U 8 

320 

5120 

320 

2560 

U 9 

0 

5120 

320 

5120 

U 12 

160 

5120 

640 

2560 

U 14 

0 

5120 


5120 

U 18 

640 

5120 

MB 

5120 


Zeichenerklarung: Ul— U18 = 10 Coli-Stamme aus Urin von 10 
vcrscliiedenen Patienten mit Infektionen der Harnwege isoliert. 
Die Agglutinationen wurden mit den zu jedem einzelnen Stamme 
geliorenden Kaninchen-Immunseren angestelit. lebend = lebende 
Agarkultur. 100® = Bouillonkultur 2% Stcl. 100® C. 

Die Zalilen geben die Agglutinationstiter an. 0 = negativ bei 1 : 20. 
Die 0-Agglutinationen wurden nur bis zur Verdiinnung von 1 :5120 
angestelit, sodass die 0-Titer einzelncr Seren noch holier liegen. 
Die Ablesung der Agglutination mit lebender Kultur erfolgte nach 
2 Std. 37® C. und weiteren 20 Std. Zimmertempcratur. Die Ab- 
lesung der Agglutination mit 100®-Bakterien erfolgte nach 20 Std. 
Wasserbad 50® C. Zui’ Ablesung wurde eine Lupe (Sfach) benutzt. 
Bei den 0-inagglutinablen Kulturen gibfc die Agglutination der 
OL-Seren mit lebenden Kulturen direkt den L-Titer dieser Seren an 
(durch Absorptionsversuche bestiitigt). 


7 vollig 0-inagglutinabel waren. 3 dieser Kulturen U 5, U 6 
und U 7 gehdrten zu einem Typus, d. h. sie besassen dasselbe 
O- und dasselbe L-Antigen, waren also durch 2 verschiedene 
Antigene (O und L) charakterisiert. 

Der Stamm U 9 enthielt dasselbe L-Antigen wie die soeben 
genannten 3 Stamme, hatte aber ein anderes 0-Antigen, ab- 
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gesehcn von gcringcn iibergrcifcndcn 0-Anligcnon. Die 0-in- 
agglulinaWen Kullurcn U 1. U 4 mid U 14 licsasscn jc cin 
besondercs L-Anligcn, ausserdem vcrscliicdeiic O-Anligene, 
sodass also untcr dicsen 10 Kullurcn 4 scrologiscb vorscliie- 
dene L-Anligcnc nncligcwicscn sind. Will man dieses forniel- 
mivssig ausdriicken. so kann man die Antigcnslruktur dicsor 
7 Stiimme angeben. wic os in dcr Tabellc 4 gcschicdil. 


D i (I (juostisches Co f z - f I f/ r ?? 5 r /i r » HI , 


Typ 

O-Anliscn j 

L-AnliU<Mi 

[ 

j lI-Anlif^(Mj 

1 

1 1 

1 

1 1 

• 

2 

2 ! 

1 

i 


3 ! 

2 

. 

[ 

•1 

2 

• 

f) 

1 

•1 


Bci der grossen Zahl dcr zu erwarlcndcn Coli-Anligen.' 
cnipficblt cs sich, allc Anligcne, aucb cvenluello Il-Anligcnc. 
mil arabischen Zalilcn zu bczoichnon, sodass also die* lAir- 
mcln dcr cinzcliicn Typen folgciidcrinasscii gcscbricbeii wt'i- 
den: 7’yp I = O 1, L 1; Typ 2 - O 2, L 1 u. s. w. 

Zum Typ 1, dem bisber biiufigsleti Uriulyp, gelidrou die 
SUimme U 5, U 6 uud U 7. Zum Tyji 2 geburl der SInmm 1' <). 
dcr dassclbc L-Anligcn wie dcr Typ 1 bal. Zum Typ 3 wiirde 
dcr in Tabelie 1 enviihntc Slamm U 14 gcrcebnel, wibroml 
derm Tabcllc 7 angcfiibrle Slamm U 1 zum Typ 5 gclidrl. 

In der Tabcllc 4 bcdculcn idcnlisebc Zahicn nur daun die 
dcnlilal derbetreffenden Anligcne. wenn sic in dcrsclbcn Ko- 
lonnc slehcn, also z. H. die bcidon 1 Zahlen unlcr dem L- 

• n igen. Slehcn sic m vcrscbicdcncn Kolonncn, so baben sic 
nicUls mil cinander zu lun. 

Durch diese Unlcrsnclnmgcn isl die scrologische Tvpcn- 
nilcdung dcr Coli-SUimme. spcziell dcr palhogcnen SlVmmc 
auf erne sichere Gmndlagc gcsIcHl. sodass nur ein grbsscres 
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Material als das bisher vorliegende dazu gehdrt, um einen voll- 
standigeren Oberblick zu gewinnen. Hierbei miissen in erster 
Lime die 0- und L-Antigene beriicksichtigt werden, wahrend 
die H-Antigene vorlaufig unberiicksichtigt bleiben konnen. 
W ic schon oben erwabnt, sind vieic Coli-Stamme unbeweg- 
lich Oder sebr schlecht beweglich (sowohl bei S7° C. als 
auch bei 22® C.) und liefern bei Immunisierung mil le^ 
benden Baktcrien mcist keine H-Agglutinine. Die beweglichen 
Stamnie von »Salmonena coIi« bilden hiervon eine Aiisnahme; 
doch gehoren diese Stamme auf Grund ihres kulturellen Ver- 
haltens nicht in die eigenlliche Coli-Gruppe, sodass ihre Zu- 
sanimenfassung in einer besonderen Gruppe, der »Salmonella 
coIi-Gruppe«, auch aus diescm Grunde berechtigt ist. 

Die bisherigen Untersuchungen erwecken den Eindruck, 
dass die Zahl der vorkommenden Coli-Typen, besonders der- 
jenigen> die aus Krankheitsfallen isoliert sind, nicht unbe- 
grenzt ist, sondern auf bestimmte, serologisch erfassbare Ty- 
pen beschrankt bleibt. Dasselbe gilt wahrscheinlich auch von 
der grossen Gruppe colidhnlicher Bakierien, die Lactose ver- 
zogert Oder gar nicht spalten. Auch hier habe ich in mehre- 
ren Fallen eine ausgesprochene 0-InaggIutinabiIitat und sero- 
logisch verschiedene L-Antigene nachweisen konnen. 

Alle serologisch untersuchten Coli-Kulturen wurden gleich- 
zeitig vergarungsmassig untersucht, woriiber in einer spate- 
ren Mitteilung Naheres berichtet werden soil. Hier sei nur er- 
wahnt, dass es sich kulturell um typische Coli-Stamme han- 
delte, die meist Indol bildeten, Gelatine nicht verfliissigten und 
mit Hilfe verschiedener Substanzen wie Adonit, Dulcit, Sac- 
charose u. s. w. in verschiedene Vergarungstypen eingeteilt 
werden konnten. Schleimige Coli-Kulturen oder Stamme der 
Lactis aerogenes-Gruppe wurden aus der vorliegenden Unter- 
suchung ausgeschlossen. 

Der grosste Teil der CoH-KuIturen wurde auf ihre Fahig- 
keit hin, Pferdeblutkorperchen (3mal in NaCl-Losung ge- 
waschen) zu haemolysieren, gepriift, und zwar sowohl in 
fliissigen Kulturen als auch auf Blut-Agarplatten. Von we- 
nigen Stammen abgesehen, war die Mehrzahl der Kulturen 
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nicht haemolytiscli. Auf die selir umfangreiche Coh-Literatur, 
speziell niit Hinblick auf eine serologische Typenemteilung 
will ich in meiner folgenden Arbeit niiher eingehen. Da bier 
die Beschreibung der L-Anligene im Vordergrunde des In- 
teresses steht, erubrigt sich die Berucksichligung der Lite- 
ratur, die — soweit mir bekannt — keine Mitteilungen iiber 
diese Antigene enthalt. 


II. M axis e-V e T such e. 

1. Die Toxicitat der L-Antigene. 

Da sich das L-Antigen in agglutinatorischer Hinsicht iihn- 
lich wie das Vi-Antigen verhiilt, so war es naheliegend, auch 
an eine besondere pathogene Wirkung des L-Antigens zu den- 
ken. Bekanntlich bedingt das Vi-Antigen der Typhus-Bakte- 
rien eine erhohte Pathogenitiit fiir die Mans, da V-Formen 
deutlich toxisclier sind als W-Formen, denen das Vi-Antigen 
fehlt. Die Pathogenitiit der Coli-Bakterien fiir Miiuse cnlspricht 
im grossen und ganzen derjenigen der Typhus-Bakterien, da 
man aucb bier nur durch relativ holie Dosen akute Intoxika- 
tionen, die im Laufe von 1 — 2 Tagen zum Tode fiibren, er- 
zielen kann. Gibt man geringere, nicht akut totende Dosen, 
so erliolt sich das Tier schnell und bleibt am Leben. Meine 
Vermutung, dass die L-Antigene der Coli-Bakterien eine er- 
hohte Toxicitat verursachen wiirderi, konnte durch folgendc 
Versuche bestatigt werden: 

Injizierte man Mausen i. p, lebende Coli-Bakterien der 
L plus-Form des Stammes U 5 oder lebende Bakterien der 
L minus-Form desselben Stammes, so traten deutliche Unter- 
schiede hervor, wie es die Tabelle 5 zeigt. 

Die Tabelle 5 zeigt, dass die Toxicitat der L plus-Form er- 
heblich grosser als diejenige der L minus-Form war. Wiihrend 
bei der L plus-Form noch 50 Millionen eine todliche Dosis 
waren, mrkte die gleiche Dosis der L minus-Form nicht tod- 
hch, ja sogar die lOfach grossere Dosis von 500 Millionen 
totele nicht alle infizierten Mause. Es sei darauf hingewiesen 

Acta path. Vol. XX. I. ’ 
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Tabelle 5, 

Ergebnisse des Inf ektionsvers aches. 


Millionen | 

i 

Coll U 5 

L plus-Form 

Coli U 5 

L minus-Form 

500 

2:0 

2:1 

200 

2:0 

2:1 

100 

2:0 

2:2 

50 

2:0 

2:2 

20 

2:1 

2:2 

10 

2:1 


5 

2:1 

1 

1 

2,5 

2;2 



Zeichenerklarung: 500 Millionen etc. = Zahl der i. p. injizierten 
leJbenden Coli-Bakterien. 

L plus-Form = Bakterien mit L-Antigen. 

L minus-Fonn = Bakterien ohne L-Antigen. 

2:0 = von 2 Mausen tiberlebte keine Mans. 

2:2 = beide Mause iiberlebten. 

. = nicht untersuclit. Die Todesfalle erfolgten im Laufe der er- 
sten beiden Tage. 

dass die 0-Antigene beider Formen dieselben sind, sodass sich 
also diese Kulturen nur dadurch von einander unterscheiden, 
dass die eine das L-Antigen enthalt, die andere dagegen nicht. 
Vergleicht man im Mauseversuche 2 Coli-Typen mit verschie- 
denen 0-Antigenen, so kann man feststellbare Unterschiede 
in der Toxicitat nicht mit Sicherheit auf das Fehlen Oder die 
Anwesenheit des L-Antigens zuriickfiihren, bevor man nicht 
liber die gleiche Toxicitat der beiderseitigen 0-Antigene orien- 
liert ist. 

Verfoigt man das Schicksal von Coli-Bakterien im Peri- 
toneum von Mausen, die teils mit einer todlichen Dosis von 
Coli-Bakterien der L plus-Form, teils mit derselben, aber nicht 
todlichen Dosis der L minus-Form infiziert sind, so kann man 
folgendes feststellen; 

Bei den’ersten Mausen steigt die Zahl der Bakterien im 
Peritoneum nacii 3 — 5 Stunden stark an und verursacht in 
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kiirzer Zeit den Tod der Tierc; bei den zwcilcn Maiisen niinml 
die Zahl dcr Baklcrien im Peritoneum nach 3 5 Slnnden 

stark ab und fiihrt zu cincm Vcrsclnvinden der Baklcrien, 
sodass diese Manse iiberlcben. 

Injiziert man von bciden Formen (mil oder obnc L-Anli- 
gen) kleincre Dosen (1 Million Baklcrien i.p) und lotcl forl- 
laufend pro Tag je 1 — 2 Miiusc, so findcl man, dass kcinc 
Vennehrung der Baktericn einlritt, sondern dass die Baklc- 
rien aus Peritoneum, Lymphknolcn, Milz und Leber im Laufc 
von 1—3 Tagcn vcrsclnvindcn. Es bcstcbl in dicscU Vcrsuchcn 
kein Unterschied zwischen den Baklcrien mil L-Antigcn und 
denen olme dieses Antigen, d.h. kein Virnlcnziinterschicd, so- 
dass bier die Vcrhaltnisse prinzipicll genau so liegen, wic in 
den Versuchen von J. Orskou und F. Kanff matin mil V- und 
W-Fornien der Typhus-Baklerien. Nur darin bcslclil cin Un- 
terscliied z^^^schcn Coli- und Typhus-Baklerien, dass die 
lelzlen — unabbangig voin Vi-Anligcn — in den Organon 
der Mans langerc Zcil ubcrlcbcn konnen. Nur wenn man grds- 
sere Dosen als 1 Million Coli-Baklcrien den Mausen i. p. in- 
jizierl, so kann man aus iiberlcbcndcn Mausen nocb nach 1—2 
Woeben bei einem Toil dcr Ticre die injizierten Coli-Baklc- 
rien in Milz Oder Leber nachweisen. 


2. Die immunologischc Bcdeiilimg dcr L-Anlikorpcr. 

Da es sicb beim L-Anlikdrper um cinen vom 0-Anlikdrpcr 
verschiedenen Anlistoff handcll, so konnlc man vcrnuilcn, 
dass der L-Antikdrper — ebenso wie dcr ^'i-Anlikdrpcr 
einc besondcre antitoxische Rolle spiclcn wirdc. Dcr in Ta- 

belle 6 Avicdcrgcgebcnc Versneb zeigl, dass dieses lalsachlich 
der Fall isl. 

Axis der Tabellc 6 gcht hervor, dass cin OL-Scrum besser 
sebutzte als cin O-Sermn, obwohl die 0-Tilcr beidcr Scren 

man in sflrr"' v‘ Idngcxviesen. dass 

aehcn \ ] ^ f Scren 1 Tag x^or dcr Infcklion 

geben muss, da bci gleiehzeiligcr Injektion die Rcsullalc 


5 * 
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Tabelle 6. 


Passiver Mduse-Immunisierungsversuch. 


Immunseren i.p. 1 Tag 
vor der Infektion 

Dosis 

i.p. Infektion mit Coli U 14 

200 Millionen i 

500 Millionen 

OL U14 

0,5 cc. 

6:6 

6:6 

>y 

0,2 „ 

6:6 

6;2 

t* 

0,1 „ 

6:2 

, 

if 

0,05 „ 

6:1 ' 

1 

• 

0 U14 

0,5 cc. 

6:5 

6:1 

i» 

0,2 „ 


i 

Konlrollen 

— 

20:2 

1 6:0 


Zeichenerklarung: 

OL U 14 = Immunserum mit lebenden Bakterien hergestellt 
O U 14 = Immunserum mit 100®-Bakterien Std.) hergestellt. 
6:6 = von 6 Mausen liberleben 6 Mause. 

— nicht untersucht. 

schlechter sind. In. alien derartigen Versuchen spielen die 
quanlitativen Verhaltnisse eine entscheidende Rolle, sodass 
man die toxische Wirkung der Kulturen und die antitoxische 
Wirkung der Seren genau austitrieren muss. Unter geeigneten 
Versuchsbedingungen kann man auch mit einem reinen O- 
Serum gegen Coli-Bakterien mit L-Antigen schiitzen; doch ist 
ein OL-Serum — \vie die Tabelle 6 zeigt — wirksamer. 

In einem weiteren passiven Immunisierungsversuche habe 
ich die Wirkung verschiedener Immunseren auf die Infektion 
mit dem Stamme U 5 gepriift, dessen Toxicitat grosser als 
die des Stammes U 14 ist. Es wurden 3 verschiedene Immun- 
seren, die mit lebenden Bakterien hergestellt waren, gepriift: 
U 6, U 9 und U 1. Die Stamme U 5 und U 6 gehoren serolo- 
gisch zu demselben Typus; U 9 hat dasselbe L-Antigen, aber 
ein anderes 0-Antigen, wahrend U 1 sowohi ein anderes O- 
als auch ein anderes L-Antigen enthalt. Alle Kulturen waren 
04nagglutinabel. Die 0-Titer der Seren waren gleich hoch, 
die L-Titer beim U 6-Seruni 1 : 160, beim U 9-Serum 1 : 320 
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Tahellc 7, 


Passiver Mausc-Imimmisicrungsvcrsuch. 


OL-Seren 
i. P» 

X - 

Dosis 

1 

Antikorper 

i. p. Infeklion mil U 5 
(=0 1, L 1) 200 Millionen 

U 6 

1,0 cc. 

0,5 „ 

0 1, L 1 

1 J 

4 : 4 

4:1 

U 9 

Jf 

1,0 cc. i 
0,5 „ i 

0 2, L 1 

1:3 

1:3 

U 1 

>» 

1,0 cc. 

0,5 „ 

0 5, L 1 

4:0 

4:0 

Konirollen 

— 

— 

4:0 


Zeichenerkliirung: 0 1, L 1 = Antigenformcl tier Sliimmo U 5 iind 
U 6. 4 : 4 = von 4 Mauson tiLerlcbon 4 Miiusc. Die Scren ■\vurdcn 
1 Tag vor dor infektion i. p. gegoben. 


imd beim U 1-Scrum 1 : 640. Dcr Ausfall dieses Vcrsuclics 
ist in der Tabelle 7 dargcslelll. 

Die Tabelle 7 zcigl, dass man gegen den Slamm U 5 mil 
beiden Seren U 6 und U 9, schiilzcn kann, wclchc dicsclbcn 
L-Anlikorper, aber vcrscbicdenc 0-Anlikbrpcr cnlballen. Die 
Stamme U 5 und U 6 gebbren zu eincm Tj'pus, vviihrcnd U 9 
nur das L-Anligcn mil U 5 und U 6 gcmcinsam lial. Das Sc- 
rum U 1 dagegen, das vollig anderc O- und L-Anlikbrper cnl- 
balt, hatte keine schiilzcnde Wirkung. 

In Erganzung und zur Wiederhohmg dcs in Tabelle 7 vvic- 
dergegebenen Versuclies, vvurden in eincm vvcilcrcn Versuebe 
folgende 3 Seren gcgcniiber eincr Infcklion mil dem Slamme 
U 5 gepriift: U 7, U 9 und U 1. Dcr Slamm U 7 gcbbrl eben- 
falls zu demselben Typ (Typ 1) wie die Sliimmc U 5 und U 6. 
Das Ergebnis dieses Versuebes isl in der Tabelle 8 dargeslclll. 

Aus der Tabelle 8 gehl hervor, dass aucb bier die Seren 
U 7 (= 0 1, L 1) und U 9 (= O 2, L 1) gegen einc Infeklion 
mil dem Slamme U 5 (= O 1, L 1) schulzlcn, wahrend das 
Serum U 1 (= O 5, L 4) versagle. 
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Tabelle 8, 

Passiver Mduse-Immunisierungsversuch, 


OL'Seren 
i. p. 

Dosis 



U 7 


0 1,L 1 


U 9 

iy 

0 2,L 1 

10:8 

U 1 

ft 

0 5,L 4 

10:1 

Kontrollen 

— 


10:1 


Zeichenerklarung; 10:9 = von 10 Mausen iiberleben 9 Mause. 
Die Seren wurden — wie in den librigen Versuchen — 1 Tag vox* 
der Infektion gegeben. 1 Mans, die das Serum U 7 erhalten hatte, 
war bereits vor der Infektion mit dem Stamme U 5 schwer krank, 
sodass alle 9 Mause, die das Seinim U 7 erhielten und gesund 
blieben, die Infektion iiberlebten. 


Tabelle 9, 

Aktiver Mduse^Immunisierungsversuclu 


jl^H 

Dosis und Datum 

Infektion mit U 14 am 21.1.42 

200 Millionen 

500 Millionen 

lebend 

1) 10 Millionen 5.1.42 

2) 20 „ 9.1.42 

3) 50 „ 13.1.42 

6:3 

1 

' 4:0 

1 Std. 600 C. 

1) 50 Millionen 5.1.42 

2) 100 „ 9.1.42 

3) 200 „ 13.1.42 

6;2 

i 

4:0 

21/2 Std. 1000 C. 

1) 50 Millionen 5.1.42 

2) 100 „ 9.1.42 

3) 200 „ 13.1.42 

6:1 

4:0 

Kontrollen 

— 

6:0 

4:0 


Zeichenerklarung: Die Vaccination und Infektion erfolgten intra- 
peritoneal (i. p.). 6 : 3 = von 6 Mausen uberlebten 3 Mause. 4:0- 
von 4 Mausen uberlebte keine Maus. Die Mause starben im Lau e 


von 1—2 Tagen. 
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Urn festzustellcn, ob bci aktiver Imnuinisicrung von k nu- 
sen ein besserer Effekt bei Anwcnchmg von Icbciulcn Baktc- 
rien mit L-Antigen als bei Amvendung abgclolcler Baklencn 
zu erreichen isl, babe idi cincn Versucb angcslclU, der ni dcr 


Tabelle 9 wiedergegebcn ist. , . 

Wie es avis der Tabelle 9 hcrvorgclil, wurde durch die hier 
vorgenommene aktive Imninnisienvng kein voUigcr Schulz cr- 
reicht, dock wirkte die lebende Vaccine, trolz gcringcrcr Kciin- 
zahl, am bestcn. 

Ich kann kiev nichl naher auf die Bczickungen zwischcn 
Toxicitiit und Serologic der Coli-Baklcrien cingcken, sondcrn 
muss auf spalere Mitlcilungen aus unscrcm Inslilul vcn>vciscn. 
Hier sollte nur dargclan wcrdcn, dass ncbcn den 0-Anligcncn 
die L-Antigene eine besondere immunkiologischc Rolle spiclcn. 


Bcsprcchnng dcr Erffcbnissc. 

Trolz ausgedehnlcr Unlersuchungcn iiber die Serologic der 
Coli-Gruppe war kislicr kcinc Klarkcil fiber die gcgcnsciligcn 
Beziekungen der vcrscliicdcncn Sliiinine gewonnen worden; 
eine Typeneinteiliing mil Hilfc serologischcr Mclkoden fekllc. 
Der Grund fiir dieses Misslingen langjahrigcr licniiiluingen 
versekiedener Auloren darf wokl in dem unrcgelmiissigcn Aus- 
falle der Agghilinalionsrcaklion, speziell in dcin kaufigen Vor- 
kommen »inagghilinabler« Sliiminc, erblickl wcrdcn. Durch 
die vorliegenden Unlcrsiicliungcn isl diesc InaggUilinabililal, 
die cine O-InagglntinabUitiU isl, dakin anfgeklarl, dass neuc, 
thermolabilc Korper-Antigcnc, die y>L-Antigenc<i genannl wer- 
den, die Ursachc diescr Erscheinung sind. Obwohl die Coli- 
0-Inagglulinabililiil und ikrc Ursaclic, die L-Anligcnc, iuisscr- 
lich der Typhus 0-InaggluUnabililal und dein Vi-Aiiligcn 
gleichen, so sind dock beide Anligcnc, Vi und L, sowokl in 
ihrer Resistenz als auck in serologiscker Hinsickl von cinan- 
der versekieden. Auck zum V„-Anligen (Fiinf-Anligen) dcr 
Salmonella-Baklerien beslehcn koine Beziekungen. 

Der Hauplunterschied zwiseken dem Vi-Anligen und den 
ntigenen liegt darin, dass die bindende Eigcnschafl der 
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L-Antigene durch 1 — 2 std. Erhitzung auf 100° C. zerstort 
wird, sodass man also durch Absorption mit gekochten Goli- 
Bakterien die L-Antikorper rein darstellen kann. Betreffs wei- 
terer Unterschiede in der Resistenz der verschiedenen Anti- 
gene sei auf die Tabelle 2 verwiesen. Will man daher lebende 
Coli-Bakterien, die L-Antigen enthalten, zur Agglutination 
bringen, so muss man ein Serum anwenden, das L-Antikorper 
enthalt. Dieses kann man dadurch herstellen, dass man Ka- 
ninchen entweder mit lebenden Bakterien oder mit Formalin- 
Bouillonkulturen (oder auch mit Alcohol-Emulsionen) immu- 
nisiert. Solche Seren enthalten 2 Arten von Kdrper-Agglutini- 
nen: O- und L-Agglutinine; und zwar liegen die 0-Titer meist 
erheblich hoher als die L-Titer. 

Die Bedeutung dieser Tatsachen fiir die Coli-Widal-Reak- 
tion liegt auf der Hand. Will man im Patientserum 0-Agglu- 
tinine nachweisen, so muss man mit gekochten Bakterien ar- 
beiten, da lebende Bakterien 0-inagglutinabel sein konnen. 
Will man L-Agglutinine nachweisen, so muss man lebende 
Bakterien oder Formalin-Bouillonkulturen benutzen. Ohne 
Beriicksichtigung dieser Dinge miissen alle Widal-Reaktionen 
mit Coli-Kulturen unzuverlassig sein, wie sie es auch in der 
Vergangenheit gewesen sind. 

Eine Typeneinteilung der Coli-Gruppe, speziell der aus 
Krankbeitsfallen isolierten Stamme, muss unter Berucksichti- 
gung der O- und L-Antigene erfolgen, sodass die meisten 
friiheren Versuche auf diesem Gebiete an Bedeutung verloren 
haben und schwer deutbar sind, besonders wenn der Autor 
keine niiheren Angaben dariiber gemacbt hat, wie er seine 
Immunseren hergestellt und seine Agglutinationen angesetzt 
hat. Wer seine Seren mit 60°-Bakterien herstellte, schaltete 
hierduroh die L-Antigene aus, erhielt also Seren, die lebende 
Bakterien der L plus-Form nicht agglutinierten. Wer seine 
Seren mit lebenden Bakterien herstellte, aber zur Agglutina- 
tion durch Warme oder Phenol abgetdtete Bakterien benutzte, 
erzielte ebenfalls keine L-Agglutination, sondern nur 0-Ag- 
glutinationen. Wer dagegen mit lebenden Bakterien der L 
plus-Form immunisierte und agglutinierte, hat es mit L-Agglu- 
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If we call the number of leucocytes in each of the groups 
Uj, a,, Ug, a^ and a^, the best index for means below 25 is 

— ■b 0a„ + la, + lOa^ + 15a. 
and for means above 15 

+ 2aj^ — ^23^ -b Oa, + 3a^ + 10a. 

The relation between this index, A’^, and the mean is given 
in table 3. Table 4 contains the mean errors, ME’^, and the 
A^alucs of Ihc fraction ME\jME\ are found in table 5. Tliese 
figures show that the values of the coefficients of the index 
have been chosen in such a manner that the mean error is 
practically identical with the mean error of the maximum 
likelihood estimate. 

Taken altogether the suggested grouping means an ap- 
preciable improvement which is fully utilised by the new 
index. 

0. There is no doubt that — counted in working hours — 
it pays to use the grouping: but if the number of leucocytes 
counted is maintained at 25 the accuracy with which the de- 
gree of phagocytosis will be determined will vary widely. An 
adequate procedure would of course be if the number of leuco- 
cytes in each separate case was large enough to give just the 
accuracy required, an accuracy which should of course be cho- 
sen in keeping with the interest adjourned to preparations of 
various strengths. If, for example, the mean is wanted in every 
case with an accuracy of :t 5, i. e. with a standard deviation 
of 2.5, the following numbers of leucocytes must be counted 
if Huddleson’s grouping and Foshay and Lc Blanc’s index are 
used : 

:Mean: 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

No. of leucocytes; 12 13 16 14 12 22 30 41 65 109 184 

If, on the other hand, an accuracy of ± 20 per cent, is 
wanted, i. e. a standard deviation of 10 per cent., the following 
numbers of leucocytes must be counted: 

Mean: 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

No. of leucocytes; oc 335 99 38 19 22 21 21 26 34 46 

It will be seen that the question whether a constant ab- 
solute accuracij, or a constant relative accuracy are sought 

Acta path. Vol. XX. I. 
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fxir therapeutische Zwecke (Peritonitis-Behandlung) herstel- 
len kann, Oder nicht. 

Eine weitere Untersuchung ist von meinem Mitarbeiter 
H. E. Knipschildt begonnen worden, der die bei Infektionen 
der Harnwege vorkommenden Coli-Typen einer serologischen 
und kulturellen Analyse unterzieht. Wir hoffen, hierdurch 
einen Einblick in die bisher noch nicht geklarte Entstehung 
dieser Erkrankungen zu gewinnen. 

Iin Gegensatz zu der haufig geausserten Ansicht, dass wir 
init Hilfe der Bakteriologie in der Erkenntnis verschiedener 
Krankheitsursachen nicht mehr weiterkommen konnen, glaube 
ich, dass sich auf diesem Wege noch viel erreichen lasst, vor- 
ausgesetzt, dass man exakte Typendiagnosen stellt, d.h. die 
serologische Methode mehr als bisher amvendet und weiter 
ausbaut. Nur mit Hilfe dieser Methode ist die Klarstellung 
der Coli-Gruppe, die aus zahlreichen, konstanten Typen be- 
steht, zu erwarten. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden neue, thermolabile Korper-Antigene der Coli- 
Bakterien, L-Antigene genannt, beschrieben, die sich vom 
Vi-Antigen in ihrer Besistenz und Serologic unterschei- 
den. 

2. Coli-Kulturen mit voll entwickeltem L-Antigen sind 0- 
inagglutinabel, werden aber durch ein Serum, das L-Ag- 
glutinine enthalt, agglutiniert. 

3. OL-Immunseren konnen durch Immunisierung von Ka- 
ninchen mit lebenden Bakterien oder mit Formalin-Bouil- 
lonkulturen hergestellt werden. 

4. Durch Erhitzung auf 60—100'’ C. werden die agglutinab- 
len, agglutininbindenden und agglutinogenen Eigenschaf- 
ten der L-Antigene beseitigt; gleichzeitig verschunndet 
hierbei die O-Inagglutinabilitat der Coli-Bakterien. 

5. Die Resistenz-Unterschiede der bisher bekannten Antigene 
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werden in einer Tabelle zusammengestellt. nach tier die 

' Labilitat der L-Antigene am grosstcn ist. 

6. Zur Widal-Reaktion mit Coli-Bakterien sind fur den 
Naclweis von 0-Agglutinincn gckochle Bouillonkiilturcn, 
fiir den Nachweis von L-Agglutinincn Icbendc Baktcrien 
anzinvenden. 

7. Zur serologischen Tijpenbestimmiing von Coli-Kulinren 
sind in erster Linie die 0-Antigenc zii beriicksichligcn. 
Die H-Antigene spielen cine untergcordnelc Rollc, da sic 
oft scbleclit entwickelt sind oder fehlen. 

8. Coli-Kulturen, die dasselbe L-Anligen besilzcn, konncn 
verschiedene O-Antigenc enthallen. 

9. Es komint ein L-Formemvechsel vor, d. li. cs Irelen sellcn 
in 0-inaggIutinablen Kulturen mit L-Antigen Kolonicn 
ohne dieses Antigen auf, die 0-agglulinabel sind und ma- 
kroskopisch an ihrcr grdsseren Durclisiciitiglvcit erkannl 
werden kdnnen. 

10. Die 0-inagglutinablen Formen einer Kultur mil L-Anli- 
gen sind fiir die Mans von grossercr Toxicilai als die 
0-agglutinablen Formen olinc L-Anligen. 

11. Die pathogene Wirkung von Coli-Baklerien auf die Mans, 
die vorwiegend cine toxische ist, berutil auf der koinbi- 
nierten Wirkung der O- und L-Anligene. Ob dancbcn 
nocli anderc Toxine vorkommcn, crschcint fraglich. 

12. Bei der aktivcn und passiuen Iinnmnisieruug der Mans 
sind die L-Antigene von Bedculung, da dem L-Anlik6r])cr 
eine besondere, schiiizende Wirkung zultomml. 

13. L-Antigene, die eine 0-InaggIutinabililal bcdingcn, kom- 
men aucb in der Gruppe colidhnlichcr Baldericn vor, d. li. 
bei Stammen, die Lactose spiil oder gar nicht spallen. 

14. Die »qualitatwe Rezeptorenanahjse« darf siclil nicht nur 
auf die Unterscheidung zwischen 0- und H-Anligenen be- 
scbranken, sondern muss auch die verscliiedenen ibermo- 
hbilen Korperaniigene, die sowohl diagnostiscbc als auch 
uumunologische Bedeutung habcn, erfasscn. 

15. Weitere Untersuchungen miissen zeigcn, ob cs cine be- 
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stimmte Gruppe menschenpathogener Coli-Tgpen gibt, 
und ob den L-Antigenen in dieser Hinsicht eine besondere 
Bedeutung zukommt. 
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THE SAME ORGANISM. 

By G. Hartmann and V. Friedenrcich. 

(Received for publication March 28th, 1942). 

1) Introduction. 

When antigens are brought into an organism in wliicli 
they were not originally present it certainly often happens 
that both the antigens and the antibodies they produce are 
present separately in this organism. One need only mention 
the cases of a positive serological reaction where the bac- 
teria which give rise to the antibody production, are still 
alive, e. g. gonococci and a positive reaction of the comple- 
ment fixation test. 

The question whether antigen and antibody can exist together 
separately in the blood has most often been answered in the ne- 
gative (H. G. Wells) in so far as this phenomenon has been ob- 
served with certainty only when the antigens used were of a 
complex character, such as horse serum and albumen of eggs. 
In such cases the antibody produced was also a complex, of which 
the various parts were present in different concentrations. In such 
a mixture of antigens and antibodies one can never control which 
antibodies and antigens correspond to each other. Most probably 
the antigens and antibodies remaining free after the reaction have 
not corresponded but formed a surjilus after tiie various independent 
reactions have taken place. 
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However, some observations by Cruickshank should be noted in 
his connection. They deal with the excretion of the specific poly- 
saccharides of types I, 11 and III pneumococci in the urine of 
patients witli lobar pneumonia. It was observed that in a good 
many non-fatal cases an excretion of the specific pol5''saccharide 
started in convalescence, thus at a time when a high concentration 
of antibody was normally found in the serum. The author's hypo- 
thesis that the polysaccharides were freed from the antibody in 
small amounts and then conveyed to the kidneys, assumes that the 
antigen and the antibody are found together in the serum of the 
patients. Ci'iiiclcslianlc attributes the finding of no trace of the 
polysaccharide there to the minute concentration of the antigen. 
However, since in this case the antigen and the antibody are only 
assumed to exist together it may just as well be supposed that the 
separation of the antigen-antibody complex does not take place 
until it passes the kidneys. 

These examples dealt with the interaction between an antigen, 
foreign to the organism, and its antibody. However, it might 
probably be questioned whether a normal antigen and its cor- 
responding antibody can or may be present in the organism to 
Miiich the antigen belongs. 

Since the very early days of immunology the j>liorror auto- 
toxicus« thesis of Elv'lich has more or less been taken for gi’anted. 
In this thesis it is maintained that an antigen will never be able 
to produce a specific antibody in an organism of which it forms 
a nonnal constituent itself. Though numerous experiences in sero- 
logy favoured this thesis there were a few examples which might 
give rise to some doubt as to whether this law was absolute. 

First some of the observations and hypotheses made to explain 
the Wassermann reaction should be remembered. Sachs and other 
authors maintained that the Wassermann reaction is a reaction 


between lipoids found in every human being and the antibodies 
specific for these haptens. Thus, if the theory holds good so that 
the Wassermann reaction represents a real antigen-antibody re- 
action it is seen that in connection with the syphilitic infection 
an immunisation against antigens belonging to the organism pro- 
per would seem to take place. Sachs in connection with this ex- 
planation draws attention to the fact that lipoids from rabbits 
mixed with pig serum produce antibodies for these lipoids when 
injected in other rabbits. Another example is given in some experi- 
ments by Metalniltoff (1910). This author immunised some guinea 
pigs with an emulsion of sperm from the animals themselves and 
in this way produced an »autospermotoxin« which in vitro reacted 
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with sperm from the animal but left the sperm in the organism 
nuitc uninfluenced as regards their vitalifj. 

During some experiments the authors of this paper made witli 
on A-like antigen found in saliva and organs from cows they 
discovered that in the same animal both this antigen and an 
anli-A in the scrum would often be present together. Thus it 
would seem that an example was found of an organi.sm containing 
an original antibody against an antigen whicli forms a normal 
constituent of this organism. Further that the two substances, 
the antigen and the antibody, do not influence each other in vivo. 
The details and a possible explanation will be given below. 


2) The A-antigcn and the anti-A in coats and the reactions 
bctutccn the two substances. 

In another paper by one of the nullions (Hartmann) the 
character and distribution of the A-antigcn found in cows 
have been discussed. This antigen was found to he .serologic- 
ally very closely related to the human A-antigcn. Within 
the various animals the concentration of antigen diffcr.s a 
good deal but is seldom absolutely zero. 'Hiis concentration 
seems to rest on a genctical basis and to show some similarity 
to the Ai-A,-A 3 -A^ blood group system in man. The A-antigcn 
is found as a constituent in a great many organs hut jiar- 
ticularly developed in the glandular cells and in the secre- 
tions of the digestive system. In the blood corpuscles it is not 
present at all. At the same time it is observed that a good 
many cows exhibit, in their sera, an antibody which is not 
distinguishable from liuman iso-anli-A. Thus it would seem 
natural to compare the strengtli of this antibody with the con- 
centration of the A-anligcn in various cows. Such a com- 
parison was carried out independently by each of the authors. 
In both series of observations saliva from Ihe cows was used 
as the source of the A-antigen. Corresponding samples of 
sahva and scrum from 206 cows were examined with regard 
to their content of A-antigcn and anti-A respectively. (Fric- 
denrcich: 69 observations. Hartmann: 137 observations). It 
would perhaps seem hazardous to clmosc a substance like 
sahva as an indicator for the antigen content in the organism 
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since the concentration of antigen might be supposed to differ 
greatly from time to time. In a previous work (5) this has 
been investigated and it turned out that the concentration 
showed very small variations when the animal was more than 
one year old. On the other hand, it was discovered that the 
concentration in saliva does not always run exactly parallel 
to the concentrations in organs (duodenum). 

The amount of A-antigen was determined in an agglu- 
tination inhibition test with an iso-anti-A as serum. This 
serum was different in the two sets of observations. The way 
of determining the antigen concentration was the same 
in both investigations: two series of small test tubes were 
used in the determination of the antigen content of each 
sample. In the first tube of each series 0.1 cc of the saliva 
%vas introduced (concentration 1). In the second tube of each 
series 0.1 cc of a concentration in the third 0.1 cc of a 
concentration = V 2 ~, in the fourth 0.1 cc of a concentra- 
tion etc. Thus in tube number n 0.1 cc of an an- 

tigen solution of concentration ^ was introduced. Here- 
after 0.1 cc of the serum anti-A was introduced into all the 
tubes of one of the two series, while 0.1 cc of a serum anti- 
B was added to the contents of all the tubes of the other 
series. Thus after this operation the antigen concentrations 
in the tubes of each of the two series were y^}, V 2 ^,y 2 ^ 

In the experiments the iso-anti-A Ulla Vie was employed 
by Hartmann, the iso-anti-A Jobs. Vs by Friedenreich. Dif- 
ferent iso-anti-B sera were employed, but no reaction with 
anti-B was ever found. After the introduction of serum the 
test tubes were kept at about 20“ C for an hour when washed 
blood corpuscles of group A^ and B were added, the Aj blood 
corpuscles to the test tubes with serum iso-anti-A, the B 
blood corpuscles to the test tubes with serum iso-anti-B. After 
two hours the tubes were shaken. In one of the two series 
agglutination was seen to take place in all the tubes (gen- 
erally the series with anti-B), while in the other, agglutina- 
tion only occurred in the tubes following a certain number 
n (the series with anti-A). The number n is taken as a 



49 


measure of the antigen concentration in the saliva and is 
tdrmed the titer reading for this sample. It may l)c nolc( 
that n is the power of two in llie expression for the antigen 
concentration in tube number n after the addition of serum. 

The concentration of the serum anti-A was determined 
in tlie following way. After absorption with lilood corpuscles 
of group 0 and B in the ratios i/j— ’1-. H'e scrum was ex- 
amined for its ability to agglutinate lilood corpuscles of group 
A . This ability was read on a scale of scrum concentrations 

The strength or ability was 

indicated as n’; when n’ was the last tube in which agglu- 
tination of the blood corpuscles still took place. In Ftieden- 
rcich’s observations the readings were made both at 20" C. 
and at 37" C. The absorptions also were generally carried 
out at both of these temperatures, in only four eases was a 
reduced titer found at 37" C. (indicated by crosses in the 
table). This anomaly was, however, undouhlcdly due to the 
fact that in these four eases the sera were rather old. So 
in the observations by Hartmann the operations Avcrc carried 
out at 20® C. only. The complete material from the experi- 
ments is given in Table I a — h. 

In order to sec whether a more or less simple correlation 
exists between the amounts of antigen and antibody, a dia- 
gram, fig. 1, comprising all the average values of the cor- 
responding samples was draAvn. Thus an attempt is made 
to produce a curve showing the average variation of the con- 
tent of antigen in the saliva with the conconlralion of auli- 
A in the serum. For this purpose the cxpcrimeulal material 
(saliva) from each observation was divided into groujis cover- 
ing two liters. The average antibody concentration was cal- 
culated from each group. The rc.sults are staled in Table 11 
and further represented in fig. 1 where the abscissa is the 
average concentration of the antibody, and the ordinate the 
average concentration of the corresponding antigen. First of 
all it must be noticed that the two independent sets of ob- 
servations give rise to entirely similar results and that the 

same curve wll result from the values found by each author 

Am path. Vol. XX. I. 
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Table I a. 


Comparisons between the Concentrations of A-Antigen in Saliva 
from a Random Group of Cows and the Concentrations of Anti-A 
in the Serum from the same Subjects. 


Number of 

Saliva 

Serum 

Number of 

m 


llie Cow 

Tiler n i 

\nli-A Content 

the Cow 

Bin 


Fll 

0 

3 

F50 

6 

0 

F12 

0 

5 

F51 

0 

3 

F13 

0 

7 

F52 

0 

4 

F14 

6 

1 

F53 

0 

5 

F15a 

0 

1 

F54 

0 

5 

F15b 

7 

3 

F55 

5 

1 

F16 

9 

0 

F56 

0 

6 

F17 

6 

0 

F57 

0 

5 

F18 

0 

7 

F58 

0 

3 

F19 

0 

4 

F59 

0 

5 

(X) F 20 

5 

4 

F60 

0 

5 

F21 

0 

2 

F61 

0 

7 

F22 

10 

0 

F62 

6 

2 

(X)F23 

1 4 

5 

F63 

2 

1 ^ 

F24 

0 

2 

F71 

9 

1 

F25 

5 

0 

F72 

2 

1 

(X) F 26 

2 

4 

F73 

0 

0 

0 

(X)F27 

F28 

0 

0 

4 

6 

F74 

F75 

0 

10 

0 

F29 

0 

6 

F76 

0 

1 

F30 

6 

1 

F77 

0 

0 

F31 

7 

3 

F78 

4 

2 

F32 

0 

4 

F79 

0 

5 

■i 

F33 

0 

7 

F80 

9 

1 

o 

F34 

0 

3 

F82 

0 


F41 

F42 

F43 

F44 

F45 

F46 

F47 

F 48 
F49 

2 

3 

4 

7 

9 

5 

0 

0 

11 

3 

0 

2 

1 

2 

2 

7 

2 

2 

F83 

F84 

F85 

F86 

F87 

F88 

F89 

F90 

F91 

8 

2 

0 

5 

0 

0 

6 

0 

0 

0 

6 

6 

1 

7 

2 

3 

8 

7 
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Tabic I b. 


~ o” 

si 
§ ^ 

Snliva 11 

Tiler n jj 

sfl 

Be 5 

o 

s: 

S s 

% f 

Saliva Ij 

Tiler n || 

Si's 

ill 

— CT 
O 

Ai 

<L> 

E 

3 

O 

a 

0) 

Saliva 1 

Titer n || 

Serum I 

AnlwV . 
Content || 

= 

II 

Saliva || 

Titer n 1 

Serum || 

Anti-A 
Content ll 

M 1 



H36 

1 

4 

H 

71 

0 

4 

H106 

3 


H 2 

0 


H37 

0 

3 

H 

72 

0 

2 

H107 

1 

2 

H 3 

0 

6 

H38 

2 

2 

H 

73 

7 

1 

H108 

4 

0 

H 4 

7 

1 

H39 

3 

3 

H 

74 

1 

5 

H109 


4 

H 5 

5 

3 

H40 

0 

4 

H 

75 

0 

G 

HllO 

0 

3 

H 6 

2 

5 

H41 

7 

1 

H 

76 

0 

3 

H 111 

9 

0 

H 7 

6 

2 

H42 

2 

5 

H 

77 

4 

1 

H112 

6 

2 

H 8 

1 

5 

H43 

0 

2 

H 

78 

1 

3 

H113 

4 

2 

H 9 

0 

2 

H44 

0 

4 

H 

79 

0 

2 

Hn4 

■■ 

3 

HIO 

1 

5 

H45 

2 

3 

H 

80 

0 

2 

H115 


6 

Hll 

2 

2 

H46 

6 

2 

H 

81 

2 

2 

H116 

0 

4 

H12 

2 

0 

H47 

0 

2 

H 

82 

4 

1 

H117 

4 

7 

H13 

0 

3 

H4S 

6 

2 

H 

S3 

0 

5 

H118 

0 

3 

H14 

2 

1 

H49 

1 

5 

H 

84 

1 

3 

H 119 

1 

4 

H15 

0 

6 

HoO 

8 

3 

H 

85 

3 

0 

H120 

0 

7 

H16 

2 

2 

H51 

7 

4 

H 

86 

0 

4 

H121 

2 

5 

H17 

0 

4 

H52 

6 

2 

H 

87 

0 

3 

H122 

0 

4 

Ht8 

4 

3 

H53 

0 

5 

H 

88 

0 

3 

H123 

3 

4 

H19 

2 

2 

H54 

0 

3 

H 

89 

4 

1 

H124 

0 

4 

H20 

1 

3 

H55 

6 

3 

H 

90 

0 

4 

H125 

0 

2 

H21 

1 

2 

H56 

4 

1 

H 

91 

2 

3 

H126 

6 

2 

H22 

0 

1 

H57 

1 


H 

92 


3 

H127 

5 

2 

H23 

1 


H58 

. 0 

! 6 

H 

93 


7 

H 128 

4 

1 

H24 

1 


H59 

0 

3 

H 

94 


3 

H 129 

7 

2 

H25 

4 


HCO 

0 

2 

H 

95 


6 

H130 

5 

2 

H2G 

1 

1 

H61 

0 

3 

H 

96 



H 131 

3 

3 

H27 

0 

2 

H62 

1 ^ 

1 

H 

97 

5 


H132 

1 

6 

H28 

0 

3 

H63 

0 

3 

H 

98 1 

1 


H133 

2 

3 

H29 

1 

4 

H64 

0 

5 

H 

99 

0 

6 

Hl34i 

1 

4 

H30 

0 

2 

H65 

0 

4 


3 

2 

H135 

2 

5 

H31 

0 

4 

H66 

0 

2 


8 

0 

H136 

6 

2 

H32 

1 

4 

H67 

0 

4 

H102 

0 

5 

H137 

0 

5 

H33 

1 

3 

HGS 

2 

2 

1^^ 

4 

1 




1134 

4 

3 

H69 

7 

3 


4 

3 




H 35 

6 

2 

H70 

1 

2 


1 

4 
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Table 11. 


The Correlation between the Concentration of A-Antigen in Saliva 
from Cattle and the Concentrations of Anti-A in Serum from the 
Corresponding Subjects. 


Saliva Con- , 
centration | 
ofA-Antigen, 
Titer n 

V. F.’s Observations 

G. H.’s Observations 

Corresponding 
Serum Concen- 
tration of 
Anti-A 

Number of ' 
Observa- 
tions 

Corresponding 
Serum Concen- 
tration of 1 
Anti-A 

Number of 
Observa- 
tions 

0-1 


38 

3.7 

79 

2-3 


7 

2.6 

24 

4—5 


7 

2.4 

17 

6-7 

1.6 

9 

2.1 

' 14 

8—9 

0.8 

i 5 

1.0 

3 

10-11 

0.8 

3 

— 

— 

Total Number of 
Observations: 

69 


1 

1 137 


independently. With regard to the character of the curve it 
may he said that in spite of the scanty material %vithin the 
groups containing the higher antigen concentrations the curve 
is rather regular, showing a steady decrease of the concen- 
tration of A-antigen with an increasing concentration of the 
anti- A. 

The simplest curve which may be taken to represent 
the two sets of observations in fig. 1 is obviously a 
straight line. It would seem that the observations are 
distributed most evenly round the full-drawn curve. The 
equation of this curve is 
1) n + 3.25 n’ = 12.3. 

Almost as good a solution of the problem of smoothing 
out the indefiniteness is, however, the dotted curve with 
the simple equation 


2 ) 


n + 3 n’ = 12. 
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n 



Fig. /. 


Let and C^, be the concentrations of antigen and 
antibody respectively, then equation 2) is equivalent to 
the equation 

3) C^.C| == constant = K 

a suitable value of K being assumed. For seeing that 

4^0) C,= ^ and C, 

A 2n 2 ^ 


3) may be rewritten as 
la) ^Ao * ^So _ 

2n-}-3n* 
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from which it follows that 

4) n + 3n’ = log ( 3i£^)yiog2 = constant. 

One can hardly escape the conviction that n and n’ 
are actually interrelated in the way here found, seeing 
that two quite independent series of observations have 
led to much the same straight line. 

On the other hand the authors fail to see what inter- 
pretation should be put on this interdependance of n 
and n\ particularly perhaps on that represented by for- 
mula 3). 

Compared with Table I these average results diverge much 
from the single observations, from which scarcely anything 
can be concluded. 

However, these results tell us nothing about a question 
of main interest, namely whether the A-antigen from the 
single cow reacts wth tlie anti-A from its own serum and 
how intensely. In 76 cases, suitable for this purpose, such 
a test was carried out. In a double set of agglutination in- 
hibition tests the saliva from the cow itself was used as 
A-antigen in both sets; as antibody in the first set, however, 
the serum from the same cow, and in the other a human 
iso-anti-A. This serum was the same throughout all 76 in- 
vestigations. As far as possible the bovine sera were diluted 
so that the concentration of anti-A was the same as in the 
human iso-anti-A. The results are given in a diagram fig. 2. 

In this diagram the titers for the antigen concentration 
obtained by using the cow’s own serum can be read on the 
axis of the abscissa, those obtained with the human iso- 
anti-A on the ordinate. Further a straight line at an angle 
of 45° is drawn, indicating the line around which the points 
would be dispersed if complete identity obtained in the af- 
finity between the antigens and the two different sorts of 
sera (the human iso-anti-A and the bovine sera). Though 
there is a tendency towards such a distribution, it cannot be 
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n 



Fig. 2. 

denied that relatively many saliva samples exhibit a greater 
affinity to the iso-anti-A than to the cow’s own scrum. Still 
no case was found in which there was a strong reaction to 
the iso-anti-A when no reaction could be obtained with the 
bowne serum. Thus hie possibilitj' of the corresponding anti- 
body for the A-antigen in cattle being present only apparently 
must he dismissed. It may, then, be concluded that we arc 
here dealing "with a case in which a normal antibody cor- 
responding to an antigen (or hapten) is present and where 
the latter constitutes a normal substance of the same or- 
ganism in which the antibody is found. If no reaction had 
taken place between the A-antigen from the cow and its own 
serum, it must be assumed that the anti-A had been of a 
complex character, and that the various quantitatively dif- 
ferent A groups in cattle were also serologically different just 
as the Aj and A„ groups in man. The case would then have 
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Comparisons between the quantitative Effects of a) Cow Saliva on 
b) Human Saliva on Human Iso-anti-A and on Anti-A preformed 



Calf Terp 


Cow Calf 
Terp 1 

Cow 117 


Cow Calf 
Terp 97 


Calf 

Terp 149 


Calf 1 
C. W. 


Calf 12 
H. A. 


Cow 97 


Bull Terp 

Cow Calf 
Terp 164 


Calf 66 
B. L. 

Bull 

Kallehave 
Cow 75 







0 0 0 0 (+) + +(+) ++ 

0 0 0 (+) + +(+) ++ +++ 

^+) + +(+) ++ +++++++++ 

0 (+) + +(+) ++ +++ +++ 

0 (+) + + +(+) ++ ++++++ 

0 0 (+) + +(+) ++ ++ +++ 

0 (+) + +(+) ++ +++++++++ 

0 0 1 (+) + +(+) +(+) ++ +++ 

0 0 (+) + +(+) +f+) ++ +++ 

0 0 0 0 (+) +(+) ++ +++ 

^ 0 0 (+) + +(+) ++ 

0 0 0 + + ++ ++++++ 

~0 ^ + +(+)■ ++ I++++++ 

0 0 (+) +(+) ++ ++++++ 

++" ++++++ ++++++ 1 +++ 

0 0 (+) + +(+) 

-r*^':r+S) ++ ++++++!+! 

0 0 (+) + 

T 0 (+) + I ++ 

0 0 0 (+) + ++ 

0 0 (+) + +(+)+++ 

— s'l+r + +(+> ++ 

„ n (+) + +(+) +t++±±±± 
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Jlla-b. (a-) 

Human Iso-anti-A and on Anti-A preformed in Cow Serum, and of 
in Cow Serum. Method; Inhihition of the Agglutination. 
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ten idcnlical avilh Iho caac af Morville (Iil2,S) "I'ora an All 
oluld (ccrlaial,. A,B) ha<I a,. an.i-A .eacl.ns ; 

blood corpuscles. The antibody ^vas ])robah!y ,,, .m<l Ihu. 
not at all an antibody corrc-sponding lo Ibc A„ anlif'cn. a 
that time unknown. Now the inboniogcncily in the original 
strength of the bovine sera may lo some cxlcnt he the cause 
of the irregular dislribution curve. In order lo compare a 
more similar cow serum with the applied iso-anli*.\ a re- 
latively strong cow scrum was chosen and diluted so thal 
it contained the same anli-A concenlralion as the iso-anti-A 
Ulla Vin. Then both sera were tested as to their agglutination- 
inhibition reaction to several sidivas from cows and from 
persons belonging lo group A,. It turned out (lablc 111) 
that with this particular cow scrum al least no (luantilative 
or qualitative difference could be established between bovine 
and human anli-A sera. 


3) Discussion. 


From these investigations it can scarcely he doubted thal 
we are here dealing with an antigen and its true corrcsjmnd- 
ing antibody present in the same organism, and where im- 
munisation does not play any jiart in the production of the 
antibodies. 

The chief problem will then be lo find out how this may 
be explained in accordance with the, normal biological laws. 

It may be asked how it can he po.ssiblc lo find in cattle 


such ncighbourlincss between the antigen and its antibody, 
especially while in man, who in the hhuKl grouj) system ]ios- 
sesscs very similar antigens, it is never found tliat a person 
of group A, has anli-A in his serum. Arc there differences 
m the antigen systems within the two organisms which may 
explain the fundamental difference as regards the antibodies? 

The theory of ficrnstcin and of Fricdcnrcich concerning 
the formation and regulation of the iso-antibodies mav well 
e applied to this case because here there acluallv exists 
ciffcrcnl conditions for the inlravilal fixation which mav 
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explain why anti-A can be present in cattle and not in man 
of group A. As briefly mentioned before, the A-antigens in 
cows are especially developed in the glandular organs of the 
digestive system and are never found in the blood corpuscles, 
■which is one of the characteristic finding places for group 
antigens in man. Still the difference in the distribution of 
the antigens in the two organisms is deeper than this dis- 
tinction in finding-places directly indicates. For investigations 
by G. Hartmann would seem to show that within the human 
group antigens it is necessary to distinguish between two 
ph3^sioIogical forms of state, an alcohol-soluble and a water- 
soluble form of the antigen. In the membranes of the blood 
corpuscles and only there is the alcohol-soluble form found 
isolated, ■while in the secretions only water-soluble antigens 
are present. In the organs of man the two forms are mixed 
together, yet in such a ■umy that there is some evidence that 
the alcohol-soluble antigens form a constituent of the walls 
of the cells, while the water-soluble antigens are found in 
the interior of the cells. Now in cows the A-antigens found 
in the organs are nearly all water-soluble and only within the 
organs of the digestive system are alcohol-soluble antigens 
found, though of a lower titer than averagely found in man. 
Thus it would seem natural to suppose that the A-antigens 
in cattle (judging by the experience gained from man) are 
confined chiefly to the inner part of the cells, and thus they 
are in no direct contact with the blood or serum antibodies. 
This is quite otherwise in man where, apart from the cell 
walls containing antigens, all the blood corpuscles are per- 
manently in touch with the antibodies possibly present. Under 
such circumstances free antibodies corresponding to the group 
antigens would not be likely to be found. On the other hand, 
it may be discussed whether in the case of cattle the barrier 
consisting of the cell walls can be regarded as sufficient 
to prevent a reaction between the two substances. Theore- 
tically this must be answered in the affirmative, since the 
antigens are considered as polysaccharides and the antibodies 
are connected with serum globulines, both assumed unable 
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to penetrate cell membranes. However, in vivo those experi- 
mental observations do not always hold good, as it is seen 
when maternal antibodies pass through the single layer of 
cells separating the maternal and the fetal circulations in 
the placenta. Likewise when the highmolccular enzymes pep- 
sinogen and trjfpsinogen in small quantities arc secreted the 
wrong way into the circulation of the blood. Beside these 
possibilities, which would certainly quantitatively be of mi- 
nute importance, it must be considered that from time to time 
antigens enclosed in the inner part of the cells must iieici- 
theless pass into the circulation, namely at the physiological 
cell destruction. Thus it must be assumed Uiat a harrier re- 
ally exists, but that in spite of this antigens continually pass 
in smaller or greater amounts, corresponding to the average 
antigen concentration of the aninial, into the circulation, due 
to the normal cell destruction. Now the question is whether 
these tlieoretical reflections agree with the experimental find- 
ings. The agreement is as good as could bo expected. As 
will be remembered, it -was observed that the average con- 
centration of antibod3^ wdthin a larger group of cows is small 
when the average antigen concentration is high, and con- 
versely. This law would be inconceivable if we were con- 
cerned witli »an absolute barriers where the antigen and the 
antibodj' would have no connection or influence on each other. 
On the other hand, that the law only holds good ns an 
average law is onl3' to be expected from wdial is known about 


the concentrations of the. antibody and the saliva antigen 
within the single organism. It has been mentioned before 


that the concentration of antigen in saliva onl3’' with great 
uncertainty reflects the antigen concentration of the organism 
Also, as is well known, tlie ability of various organisms to 
produce antibodies is rather variable. With these two in- 
efmite factors it must actually be expected that a rather 
arge material will be necessary to see the influence of a 
ugh antigen concentration on Uic amount of free antibody 
n the serum. Thus it would seem that the experimental 
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findings in this work on no point disagree with what has 
already been assumed before and might have been foreseen 
as a possibility. 


4) Summary. 

The paper discusses the question of the presence of an 
antigen and its corresponding antibody wthin the same or- 
ganism. This question was taken up for discussion because 
it was demonstrated that cattle normally possessed a sub- 
stance in their secretions which in vitro reacted with an 
antibody generally present in the cow serum. 

The presence of these two substances together was as- 
certained in a great many instances and their reaction with 
each other outside the organism was tested by means of 
the agglutination-inhibition test. 

It was maintained that the reason why the antigen and 
the antibody could exist together was, that in the organism 
they were separated by a barrier. This barrier was, for several 
reasons, not to be considered as absolute. 

The experimental findings were in good agreement with 
the theory. 
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ON THE DETERMINATION OF 
THE PHAGOCYTIC POWER OF LEUCOCYTES. 

A STUDY IN ECONOMICAL DESIGN OF EXPERIMENTS. 

By A. Raid, M, Jersild and G. Basch, 
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In serology the phagocytic power of leucocytes for some 
bacterium or other is often used as a measure of the amount 
of antibody against this bacterium found in the blood. Various 
methods have been described for the determination of the 
intensity of the phagoc3dosis, i. e. for determining to what 
degree the leucocytes are able to absorb bacteria. 

Normal blood usually presents a certain power to stimulate 
phagocytosis, which indicates the presence of normal opsonin. 
If it is to be determined whether a blood sample contains 
immune opsonin, the phagocytosis here must of course be 
compared with normal phagocytosis in order to ascertain 
whether there is a significant rise. Wright’s opsonic index 
gives a measure of the rise, it being the phagocytic count of 
the serum examined (i. e. the average number of bacteria 
absorbed per leucocyte) divided by the phagocytic count of 
normal serum. 

The fact that at present phagocytosis is so little used in 
serodiagnostics largely depends on the difficulty in determin- 
ing the difference between the phagocytosis in immune serum 
and in normal serum wdth sufficient accuracy (cf. Ove 
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Wulff) ') In the first place it is necessary to count the number 
of bacteria ^vithin each leucocyte ^vith accuracy, and in llic 
second place we must be able to evaluate whether the jihago- 
cytic count determined differs significantly from the normal 
count or we are only dealing with chance variation due for 

example to a faullj’ technique. 

Through the procedure described by one of the authors 
(M. Jersild)-) for the phagocytic reaction, the normal opsonins 
are eliminated to a large degree. The figures found by this 
metliod are therefore almost solely indicative of the quantity 
of immune opsonin present, and in this manner the difficulty 
in comparing two phagocytic counts which lie very close has 
partly been removed. 

Previously, when the degree of phagocytosis was to be 
determined, the bacteria contained in a certain number of 
leucoc 5 des were counted and the average number of bacteria 
per leucocyte calculated. This is a laborious procedure, both 
tiring and time-consuming. In his phagocytosis reaction (used 
for bacteria of the Brucella group) Huddlcson^) has simplified 
the procedure by using the following method: 


The bacteria in 25 leucocytes arc counted. The intensity of the 
phagocytosis is given by four figures, namely the number of leuco- 
cytes with a) 0 bacteria, b) 1—20, c) 21— -SO, and d) ^ tl; the figures 
in group d are written furthest to the left, those of group a to the 
right and the groups c and b in between; the sum of the figure.s 
will always be 25, namely the number of leucocytes counted. With 
this gi-ouping the leucocytes can be classified without detailed count.s, 
which in routine work is a great advantage. 


With some practice it is easy to decide from these four 
figures tyhether a certain reaction is strong or weak, l)ut a 
more refined graduation cannot be obtained in Ibis manner. 
If, however, it were possible, instead of using -1 figures, to 


ling, KSmiirS '>1'“'"" V«cci„ol,cl,„„.I. 

a\ rf ^^’'O'obiol. Scand. IS, lOti, insi 

Acta path. Vol. XX. *1. 
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state the degree of phagocytosis by one figure only, evalua- 
tion and comparison of different reactions would be easier. 

In principle this would seem possible. If in one preparation 
the number of bacteria contained in each of all leucocytes 
ivere counted we Avould have obtained an observation of the 
distribution of the leucocytes with respect to phagocytic power. 
If this distribution ivere normal, it would be fully charac- 
terised by tw'o figures, namely the mean and the standard 
deviation; the mean — indicating the average phagocytosis 

should then he regarded as a measure of the intensity 
of phagocytosis, whilst the standard deviation w'ould give a 
characteristic of the variation of the leucocytes. And if the 
distribution was not normal, it should all the same be pos- 
sible to characterise it adequately by some other parameters 
which might then form the basis of our estimation. 

2. In order to investigate the distribution detailed counts 
ivere made in 18 preparations, carefully selected in such a 
manner that practically all commonly occurring degrees of 
phagocytosis w’ere represented. It was, how'ever, not possible 
to count accurately the bacteria in leucocytes containing more 
than 40 Bacteria, but for our present aim an accuracy of + 5 
for leucocytes containing 40 to 60 bacteria was ample, and 
for leucocytes with still greater phagocytic power an accuracy 
of ± 10 sufficed. 

A first glance at the observations (vide tables 1 a and b) 
gives the impression that the type of the distribution depends 
on the intensity of phagocytosis. When phagocytosis is intense 
(APc, nos. 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) the distributions are fairly 
symmetrical %vith maximum frequency at the point of sym- 
metry, whilst the distributions in the cases with weaJi phago- 
cytosis (Nos. 1, 2, 3, F„ F„ F„ F„ 16 a, 100, 98) are skew 
on account of the fixed lower limit 0. The two types of dis- 
tribution have been illustrated in figs. 1 a and b. Phagocytosis 
was very wmak in three out of the eighteen preparations (nos. 
1, 2, 3), 60 70 per cent, of the leucocytes not showing phago- 

cytosis. Since in these cases the type of distributions appar- 
ently deviates from the other types a reliable analysis would 
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require a far greater number of counts. Considering the small 
clinical interest presented by such weak preparations, we, 
however, refrained from this, and the following examination 
only deals with cases in which at least 50 per cent, of the 
leucocytes showed phagocytosis. The type of these dis- 
tributions has been analysed by the so-called probit method, 
which is based on the following principle: 

If the distribution of the observations is normal, the 
relative number of observations not exceeding the mean by 
more than a certain multiple t of the standard deviation 
depends solely on t. The dependence has been conveniently 
tabulated by C. I. Bliss; in order to avoid negative figures 
Bliss gives the values of t -f- 5, probits, corresponding to the 
percentages (vide Fisher & Yates; Statistical Tables, Table 
IX). In order to examine whether a distribution is normal 
we proceed as follows: For each number of bacteria it is 
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Fig. ia. 

Distribution of leucocytes in case of intense phagocytosis. 
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me we can obtain an estimate of the mean and the standard 
deviation of the distribution, the former estimate being the 
number of bacteria corresponding to the probit 5. and the 
latter estimate the reciprocal value of the slope. 


Examples of probit diagrams. 


Fig. 3. 

Distribution in respect of activity with threshold for phagocytosis. 


In the preparations in which practically all leucocytes have 
shown phagocytosis we find that the points are really grouped 
around a atraight line (cf. fig. 2, APc). In these cases we 
can therefore accept the hypothesis that the distribution is 
normal. In the weak preparations the distribution is neces- 
sarily ske%v — fewer than 0 bacteria in a leucocyte is an 
impossibility — but nevertheless we find that also in these 
preparations the points are grouped around a straight line 
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(cf. fig. 2, F,). As the distribution cannot possibly be normal, 
this fact at first glance seems paradoxical, but in reality il is 
quite natural. If we imagine that the leucocytes are normally 
distributed according to some sort of »aclivity«, and — for 
the sake of simplicity — that all bacteria behave alike tow- 
ards the leucocytes, only such leucocytes as have an activity 
above a certain threshold will show phagocytosis, and phago- 
cytosis becomes more intense the more the activity exceeds 
this threshold. The distribution is illustrated in fig. 3, and 
an ordinate has been drawn through the degree of activity 
which is necessary for phagocytosis. The shaded area re- 
presents the percentage of the leucocytes which liaise a weaker 
activity and therefore do not show phagocytosis, wliilsl llic 
remaining curve shows the distribution with respect to activity 
of the leucocytes with phagocytosis, i. c. their distribution 
with respect to number of absorbed bacteria. Consequently, the 
leucocj'cs are normally distributed with respect to number of 
absorbed bacteria, except for an accumulation at 0, vide fig. 
1 b. A probit curve of such a distribution has its starting jioint 
in 0 at the probit corresponding to the percentage of non- 
phagocytosing leucocytes and takes a straight course cor- 
responding to the continuation of a normal distribution. 

If the activity of almost all the leucocytes is larger than 
the »thresliold« activity, the fraction without phagocytosis 
is so small that it is impossible to distinguish between a 
truncated and an ordinary normal distribution (cf. fig. 1 a). 

The alternative assumption that all leucocytes arc of the 
same activity, but the bacteria absorbable to varying degrees, 
leads to the same result in principle; and a combination of 

the two hypotheses will also lead to a truncated normal dis- 
tribution. 


3 . As a truncated normal distribution is completely de- 
termined by the mean and the standard deviation of the normal 
distribution from which it is derived, it is a matter of course 
la lese two figures are decisive for an evaluation of the 

eratons average activity ot the leucocytes _ then in- 
thcalcs the Slrengut ot llte ..reparatiot, or vibe .legroe ot pi a- 
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gocytosis«, whilst the standard deviation — indicating the 
variability of the leucocytes — is of secondary importance 
m this connection. We now see that the phagocytic count 
previously used is inadequate in principle. In preparations 
in which the truncation of the distribution is not conspicuous, 
it does, however, give a good estimate of the mean, hut in' 
preparations in which several leucocytes are without phago- 
cytosis, it becomes quite misleading. If we presume that de- 
tailed counts have been made, the probit method in such 
cases gives a serviceable estimate of the mean. 

In routine w'ork the problem, however, is: How is it pos- 
sible to obtain a serviceable estimate of the mean when the 
distribution of 25 leucocytes is only characterised by the fi- 
gures in the above mentioned 4 groups? 

In theory the best possible estimate is obtained by R. A. 
Fisher’s principle of maximum likelihood, but in our case 
this method is too laborious for routine work. 

Foshay and Le Blanc’^) have converted Huddleson’s figures 
into one which they called the phagocytic index. They seem 
to have constructed this figure from biological considerations. 
»The maximum phagocytosis«, where all leucocytes have ab- 
sorbed more than 40 bacteria, is given the figure 100, and 
»negative« phagocytosis, where no leucocytes have shown 
phagocytosis, the figure 0. They now reason as follows: 

»A cell showing no inclusions, and by the same token a cell 
showing a lai'ge number of inclusions are both of greater biologic 
significance than cells showing moderate degrees of phagocytosis. 
Therefore we decided to weigh the extremes as against the two 
intermediate arrays.« 

With this motive they introduce the following ^phagocytic 
index«: 

2d + c — b — 2a -1-50 

a, b, c, and d being the number of leucocytes in the said four 
groups. In a case with: 

No of bacteria absorbed: S 41 21—40 1—20 0 

No of leucocytes: 10 

d c b a 

Med. 22, 1297, 1937. 


1) Foshay, L. & Le Blanc, T. J.: J. Lab. Chn. 
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the index will thus he: 

20 + 10 — 5 — 0 + 50 = 75. 

Foshay and Le Blanc continue; »Tlus value is obviously an 
arbitrary one and implies that the two extremes are biologically 
twice as significant as the two arrays next to the point of origin. 
We do not know this to bo true nor could we say that the extremes 
are of equal significance. But for the sake of simplicity it seemed 
advisable to use this arrangement.« 

The index is arbitrary, it is true, hut, as an alternative 
to the rather laborious correct inclhod, we might examine 
whether it has a serviceable relation to the mean. Now it 
is clear that in such an arbitrary index holh the paramclcrs, 
the mean and the standard deviation, will enter in a manner 
which is highly complex. If the mean and the stattdanl 
deviation vary much and independently from one preparation 
to another, the index will in one ease he most influenced 
by one, in another case by the oilier, and most often not 
particularly by either of them. In the present experiments it 


Table 2. 

Probit estimates of mean and standard deviation. 
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s however, so fortunate that there exists a close relation 
between the mean and the standard deviation. This may be 
een hy a more detailed analysis of the 15 serviceable de- 
1 ed counts. Tlie probit diagrams of these preparations give 
us quite a good estimate of the mean and the standard de^ 
Ma ion, also in the reall57' truncated distributions. These 
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Relation between standard deviation and mean. 


estimates have been entered in table 2, and in fig. 4 they have 
been plotted, the mean as abscissa, the standard de%dation 
as ordinate. It is seen that there is a very close relationship 
between mean and standard deviation, and that roughly this 
relationship may be described as follows: wth a mean below 
21 the standard deviation is about 7, and above that mean 
the standard deviation is about Va the mean. Bat if the stand- 
ard deviation depends on the mean, the index of Foshay and 
Le Blanc, as well as any other linear combination of the four 
frequencies in question will in the last instance depend on 
the mean only. 

Thus we find, that with such relationships as present in 
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these experiments it is possible from anj’ linear »indcx« to 
form an estimate of the mean. But which index is the most 
suitable does not depend on whether the extremes of a dis- 
tribution are more »biologically significanto: than the central 
part, e. g. whether giants or dwarfs are more s>biologically 
significant« than ordinary humans, but quite simplj' on the 
question which combination of the four figures leads us to 
the best estimate of the mean, i. e. to the estimate with the 
smallest mean error. 

This problem has in fact been solved and it has, together 
with a series of allied problems, been treated in a separate 
mathematical paper, the main results of which arc given 
below. 


Tabic 3. 

Relation between mean and index. 


Mean 

Index 

? 

A,. 


A’4 

0 

12.0 

— 5.63 

— 2.06 

5 

19.2 

— 4.24 

— 0.78 

10 

26.2 

— 3.10 

0.51 

15 

35.2 

— 2.02 

1.S2 

20 

48.5 

— 0.64 

3.03 

25 

GI.O 

0.70 

4.11 


15 

35.2 

20 

48.5 

25 

61.0 

30 

70.0 

35 

77.5 

40 

83.5 

45 

87.8 

50 

91.0 

55 

93.0 

60 

94.8 

70 

96.5 

80 

97.5 

90 

98.2 


— 2.26 

— 0.97 

— 2.03 

— 0.47 

— 1.31 

0.07 

— 0.02 

0.87 

1.66 

1.91 

3.22 

3.34 

4.46 

4.65 

5.37 

5.81 

6.01 

6.73 

6.48 

7.44 

7.04 

8.38 

7.35 

8.91 

7.52 

9.24 
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of theoretical value of the index 

of Foshay and Le Blanc - here called A3 - and the true 
mean ^ has been tabulated in table 3 and plotted in fig. 5 
e table or the figure directly gives the estimate, m of 
he mean, corresponding to an observed index. If, for instance 
he distribution 15, 7, 3, 0 has been observed, the index is 



Fig. 5. 

Relation between the mean and the index of Foshay and Le Blanc. 


84 and the curve gives 40 as the corresponding estimate of 
the mean. The mean error, ME3, of this estimate has for cer- 
tain values of the true mean been entered in table 4 and a 
curve plotted in fig. 6, the ordinates of which are spaced 
on a logarithmic scale. 

If the method of maximum likelihood had been used we 
'would have obtained a smaller mean error, which has been 
entered in table 4 as ME,- The accuracy lost when the index 
of Foshay and Le Blanc is used as a transitional calculation 
for obtaining the mean instead of the method of maximum 
likelihood is indicated by values of MEg/MEg (table 5). The 
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Table 4. 

The mean errors of various estimates of the mean of a normal 
distribution by different groupings of the observations. 


Mean 



Mean 

errors 



S 

' MEi 1 

MEo 1 

^ MEa 

ME 4 1 

ME'o 

1 ME '4 

0 

1.57 

1.74 

1.75 
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1.78 
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2.06 
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50 
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4.83 
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6.98 

8.83 

13.51 
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6.66 

8.61 

10.94 

17.25 

26.31 

37.84 

5.50 

7.06 

8.95 

13.75 

20.25 

29.59 

4.08 

5.03 

6.19 

9.19 
13.23 
18.38 

4.13 

5.11 

6.33 

9.49 

13.72 

19.80 


ME,. Groups; 0, 1-20, 21-40, > 41. Maximum likelihood estimate. 
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increase in mean error is 1 — 4 per cent, for means below 20 
and on the average 22 per cent, for means between 20 and 50. 

As mentioned above, it is far too tedious to use the method 
of maximum likelihood for routine analysis, and the question 
has therefore arisen whether it is possible to give a simpler 
method for calculating an estimate of the mean with a mean 
error of the same order of size as that of the maximum like- 
lihood estimate. 

The mathematical paper gives a procedure for constructing 
a linear index which leads to an estimate of the mean, the 
mean error of which is practically identical with ME 2 . 
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label. 5. 

Comparison of the mean errors of different estimates of the mean. 
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1.24 

1.32 

1.27 

1.06 

1.35 

25 

1.29 

1.20 

1.03 

1.55 

1.32 

1.23 

1.03 

1.27 

30 

1.19 

1.26 

1.00 

1.50 

1.20 

1.12 

1.01 

1.14 

35 

1.23 

1.23 

1.00 

1..52 

1.23 

1.10 

1.03 

1.13 

•10 

1.37 

1.22 

1.00 

1.66 

1.37 

1.14 

1.00 

1.15 

-15 

1.56 

1.21 

1.00 

1.90 

1.57 

1.23 

1.01 

1.24 

50 

l.SO 

1.23 

1.01 

2.21 

1.82 

1.35 

1.01 

1.37 

55 

2.10 

1.23 

1.01 

2.59 

2.13 

1.52 

1.02 

1.54 

GO 

2.11 

1.2-1 

1.01 

3.02 

2.47 

1.71 

1.02 

1.75 

70 

3.20 

1.28 

1.02 

4.09 

3.26 

2.18 

1.03 

2.25 

SO 

•1.10 

1.33 

1.02 

5.45 

4.19 

2.74 

1.04 

2.84 

90 

5.10 

1.37 

1.07 

6.97 

5.45 

3.38 

1.08 

3.65 


This linear index, which we have called A.j, is 
Sd 4- 2c — 3b — 8a for means below 25, 
and Sd — c — 3b — Oa for means above 15. '' 

The relation between this index and the mean has been 
entered in table 3, and the mean error, ME^ of the coi- 
responding estimate of the mean in table 4 imd fig. 6. From 
the values of in table 5 it is seen that iME, is prac- 

tically identical with ME^. 

In order to use the mean error in the usual way, the dis- 
tribution of the mean must be practically normal. When the 
values of the mean are small, the leucocytes will geneially 
be distributed over at least 3 groups and in such cases we 
may consider the distribution of the mean normal. When 
the true mean is above 50 the number of leucocytes in the 

'TFor means between 15 and 25 any of the two expressions may 
be used (cf. Fig. 7). 
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group 20—40 will at most average 7. In the latter case it 
cannot be taken that the distribution of the mean is normal 
The fact that the use of the index is limited to the interval 
0 to 50 IS indicated in fig. 6 by ME^ and ME, being plotted 
with broken lines for means above 50. 

5. In spite of the improvement of the index, the mean er- 
ror is still comparatively big for large means, but now this 
is due only to the grouping. If the classes are made smaller, 
the mean error will decrease, and the least possible mean 
error is obtained if the observations are not grouped at ail 
and the estimate of the mean is calculated according to the 
method of maximum likelihood. This mean error is called 
ME, in table 4 and fig. 6. A comparison between MEj and 
ME, gives an impression of the loss in accuracy caused by 
Huddleson’s grouping. The ratio of the latter two mean er- 
rors has been entered in table 5, and we see that with means 
below' 40 MEj is on the average 25 per cent, greater than ME,, 
w'hilst wdth larger means ME^ increases more and more in 
comparison wuth ME,. 

As it is indeed the fact that the groups are large that 
lends the greatest advantage to the routine w'ork of analysis, 
the class limits can be narrow'ed but little. On the other hand, 
it is possible to increase the reliability of our estimate of large 
means by adding an extra limit above 40. In order to examine 
the effect of such a change the grouping: 0, 1 — 15, 16—35, 
36—50, ^ 51 has been analysed in the same manner as 
Huddleson’s grouping. 

The mean error ME’, of the maximum likelihood estimate 
may by seen in table 4 and in table 5 the fraction ME 2 ^MEj 
has been entered. A comparison between MEyME, and 
MEj/ME, shows that this new grouping is a considerable im^- 
provement on the previous one. For means below 40 ME 2 
is on the average 15 per cent., ME 2 25 per cent. larger than Me,, 
the corresponding figures for the mean 50 being 35 and 
per cent, respectively. The new grouping further yields the 
advantage of allowing means up to 62 to be included. 
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foi, absohitehj decides in which manner it is most economic 
to prepare the work. Which of these two procedures - or 
whether perhaps a third one — are opportune, of course de- 
pends on what the results are to be used for. 

7. As the mean error depends on the true value of the 


mean we cannot in the present case determine the limits of 
the true mean in the usual manner by placing an interval 
of a suitable multiple of the mean error symmetrically on 
either side of the calculated mean. Instead we must determine, 
say, the 95 per cent, limits from the inequality 


1 ni ~ ^ ) g 2ME 

from which follows that the lower limit is determined by the 
value of ^ found from the equation 


$ + 2ME = m 

and the upper limit from 

? — 2ME = m. 


These limits may be determined graphically by first cal- 
culating S + 2ME, and then plotting the functions, using ^ 
+ 2ME as abscissa and 5 as ordinate. The limits correspond- 
ing to mj, nij and m^ have been plotted in fig. 7. This figure 
shows that with Huddleson’s grouping it is impossible to de- 
termine the limits of the true mean by means of the suggested 
method vvhen the observed mean exceeds 36. The new group- 
ing, on the other hand, possesses the great advantage of al- 
lowing for values of the observed mean until 48, an advance 
which, of course, corresponds to the increase of 10 in the 
upper class limit. 

S. To avoid every misunderstanding we wish to emphasise 
strongly that the whole of the above discussion is closely 
related to two premises, which have happened to be true in 


to ab- 


our experiments: 

1) The distribution of the leucocytes with respect 
sorbed bacteria is a truncated normal distribution. 

2) The standard deviation of this distribution depends on 
the mean in a definite manner: it is constantly = 7 when the 
means are g 21, and above this it is Vs of the mean. 
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95% confidence limits of Ihc mean calculated from (he 
estimates of lUj, m, and m^. 

The fact that the distributions are truncated is presum- 
ably inherent to data of the present kind; but whether they 
arc normal in other experiments with phagocytosis wc cannot 
predict, the problem must necessarily be examined in each 
separate experimental scries. And lastly we have nothing to 
support the presumption that the relation between mean and 
standard deviation should be reproduced in experiments in 
which the technique is not exactly the same as in the present 
experiments. If in another series of experiments the grouping 
of Huddleson or another grouping arc wished for, then it is 
necessarjf in the same manner as in the present series, to 
make particular experiments in order to establish llic rcla- 

c* 
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lionship between mean and standard deviation with the tech- 
nique m use, and then to make such tables as are necessary 
for an adequate calculation of the degree of phagocytosis — 
via the index of Foshay and Le Blanc or via some other 
linear index which might prove suitable. 

Some readers may think the described procedure trouble- 
some and laborious in comparison with the object of the ex- 
periment, but it is the least work which can be given to the 
task if the great facility of using large groups is to be ad- 
hered to and the experimenter at the same time is to know 
the meaning of the results registered. 

It must be admitted that a simple statement of an index, 
as for example that of Foshay and Le Blanc, is very tempting, 
hut the authors must strongly advise against it. Without an 
analysis as the one outlined above it is impossible to know 
to what degree the index gives a characteristic of the intensity 
of phagocytosis. In accordance with Foshay and Le Blanc to 
read an index of e. g. 46 as follows: »the patient’s blood pos- 
sessed 46 per cent, of his total capacity to phagocytose bru- 
cella« seems quite unjustified. A clear characteristic of the 
phagocytic intensitj^ is only obtained when the exact relation- 
ship betwmen the arbitrary index and the biologically relevant 
»mean of normal distribution of the leucocytes ndth respect 
to activity® has been mathematically specified. 


Summary. 

The present paper is based on the technique presented 
by one of the authors (M. Jersild) for determining the degree 
of phagocytosis. It has been our aim to continue this work 
l)y developing an easy counting technique, sufficiently ac- 
curate for serodiagnostics. - , r 

The data on which the investigation is founded consist o 
a series of detailed counts from preparations covering all 
degrees of phagocytosis. 
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An analysis of the distribution of the leucocytes with 
respect to number of absorbed bacteria leads to a replacement 
of the previous inadequate definitions of »dcgree of phago- 
cytosis« or »phagocytic count« by a more rational one. 

It is further sho^Yn that a coarse grouping of the leuco- 
cytes according to the number of bacteria absorbed may' yield 
an estimate of the degree of phagocytosis, which is almost as 
reliable as that based on detailed counts. In this case the 
grouping limits must be chosen in accordance with the fun- 
damental properties of the distribution of the leucocytes. Thus, 
it is demonstrated that the limits 0, 20, 40, suggested by 
Huddleson lead to a much poorer result than the limits 0, 
15, 35, 50, which latter limits arc just as easily a]iplicd in 
practice. 

Finally it is pointed out that the compulation of the best jios- 
sible estimate of the degree of phagocytosis is much loo 
cumbersome for routine work; but for ])raclical puriioscs it 
may be replaced by an estimate obtained from a simple linear 
combination of the counts. Here again it is, however, of im- 
portance that this linear combination is not cliosen arbitrarily. 

It has been possible to slate the best possible linear combi- 
nation, i. e. that which yields the most reliable estimate of the 
degree of phagocytosis. And when compared with the >^pha- 
gocytic index« of Foshay' and La Blanc this linear combination 
proves to be considerably better. 

In conclusion wc maintain tbat coarse grou])ing is (juile 
often a great help in routine work, but that it pays to devote 
time to the work necessary for elaborating suitable grouping 
limits and an adequate method for utilising the results. 


The above work demanded extensive calculations which 

r/lwct' “ *'■“"* Foimdalion, 

"Inch the authors svish to express their sincere thanks 
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EXPERIMENTELLE BEITRAGE 
ZUR OLIGODYNAMISCHEN WIRKUNG MIT 
BESONDERER RGGKSIGHT AUF DIE 
WASSERREINIGUNG. (I) 

Von Dr. med. Otto Ornstein. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 15. April 1942). 

In einer kiirzlich in dieser Zeitschrift erfolgten Mitteilung 
(12) habe ich iiber die Beziebung der Wasserstoffionenkon- 
zentration zur Desinfektionswirkung der Halogene berichtet. 
Darnacb werden diese in saurem Milieu starker wirksam als 
in alkaliscbem u. zw., unter Zunahme der relativen Wirkung, 
innerbalb der gewabiten pH-Grenzen, mit zunebmendem Mo- 
lekulargewicbt. Annabernd pbysiologiscbe Besalzung der fal- 
lenden Halogenreiben entsprecbend n/10 Kocbsalzldsung be- 
wirkt eine Abscbwacbung in umgekebrter Reihenfolge. 

In der gleichen Arbeit konnte ich alte, nicht publizierte Ver- 
suche iiber die Wirkung der Halogenide der Alkali — und Erd- 
alkalireihe sowie einiger Schwermetallsalze im wesentlichen besta- 
tigen, erweitern und feststellen, dass die Aktivitatskurven der Na- 
triumsalze des FIuoi-, Brom und Jod nach der sauren Seite der 
pH, des Natriumchlorid dagegen nach der alkalischen gerichtet 
Sind dass femer Goldchlorid und Quecksilberchlorid in saurem, 
die Salze des Kupfers und Silbers, soweit sie gepriift ^TOrden 
(Cu(N 03 ) 2 , CuClj, CuSO„ AgNO^, Ag,SO,), in alkaliscbem Mittel 
eineiD Optimuni zustreben, ohne allerdings meistens die reine ^ ir 
kimg in Wasser zu erreichen. 
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Anmerkenswert sind die sowohl bei den Halogenen un 
Halogeniden als auch bei den Schwermetallen und bcsonders 
bei organischen Verbinduiigeu der Pyridin-, Chinoim- und 
Acridinreihe in deren ^Yassrigen und gepuffertcn Losungcn 
auftretenden oligodynamiscben Wirkungszonen, wclclie in 
ausserordentlich hohen Verdiinnungcn der betreffenden Stoffe 
in Erscheinung t re ten. 


Diese bald engeren bald M^eiteren Wirkungszonen sind von aus- 
serordentlich kleinen Mengen anderer u. U. an und fur sicli prak- 
tiscli indifferenter Stoffe abliiingig, so dass scheinbar un^^ cscntliche 
Anderungen des Milieus daruber entscheiden, ob es zu einor durch- 
greifenden Keimabtotung kommt Oder nicht, Dabei spiclcn Xcutral- 
salze eine nicht minder bedeutsame Rolle als die sogenannlen 
Desinfektionsmittel selbst, nicht zuletzt abcr der Grad der Ionisa- 
tion, in welcliem sich beide unter der aktuellen Reaktion dcs gc- 
gebenen Systems befinden. 

Es ist oben von oligodjmamischen Wirkungen die Rede geu'cscn 
und deshalb vielleicht aiigebracht, iiber die zugrunde liegenden 
Beobachtungen und doren Erklarung sich Rechenschaft ahzulegcn. 
Von Naegelis Untcrsuchimgen ilher die oligodynamischen Erschei- 
nungen an lebenden Zellen (1) sind in gleicher Vielscitigkeit der 
Fragestellung spater kaum mehr in Angriff genommen worden. 
Das lag nicht nur an dem morphologisch reicheren Objekto, welches 
ihm fur seine Untersuchungen diente, den Spirogyren, sondern an 
den Um> und Irnvegen, welche cr als Entdecker zu gehon gczAVun- 
gen war und von welchen er mit zlihor Ausdauer auf den rcchten 
Weg gelangte. Von Naegelis Untersuchungen gingen davon aus, 
dass destilliertes Wasser und auch Brunnenwasser (Leitungswas- 
ser) )>fur das Plasma der gesunden Zellen unter gewissen Bedingun- 
gen todbringend (ist), wahrend das sogenanntc unreino Wasser, 
namlich Fluss-, See- und Sumpfwasser diese Wirkung nie hat. Die 
Untersuchungen wurden mit Susswasseralgen angcstellt, also mit 
Zellen, die an das Wasser gewohnt sind.« 


Von Neageli hat den analytischen Nachweis der Melalle in 
vergifteten Wasser erbracht. Er hat die Bedeutung des Sauer- 
sloffs und der Kohlensaure als Voraussetzung der Losung 
es Metalls klar erkannt. Er hat die am Glase haftende Nach- 
NMrvung des Metalls ehtdeckt; die Bedeutung der Kohlen- 

LTalir Beziehung zwischen Konzentration der 
letalllosung und henetzter Oberflache des Behalters z. B. 
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von Glascrn. schliesslich die Erschopfung der oligodynaini- 
schen \\ irkung m Metalllosungen durch zahlreiche, vonvie- 
gend organische Stoffe (Schwefel, Kohlenstoff, Superoxyde, 
Coaks, Steinkohle, Torf, Starke, Cellulose, Seide, Wolle, Fe- 
dern, Gummi, Dextrin, Eiweiss, Leim und schliesslich die Al- 
genzellen selbst in grosserer Menge) festgestellt. Die morpho- 
logische Analyse der Veranderungen des Plasmaschlauchs, 
der Chlorophyllbander, der Saftstrdmung und des Zellkerns 
bei den vergifteten Algen bildete die Grundlage seiner An- 
schauung von den verschiedenen Vergiftungsarten. Diese hat 
von Naegeli dann durch \\ichtige physiologische Beobachtun- 
gen iiber das Alter und den Vegetationszustand der Algen als 
Voraussetzung ihrer Vergiftung sttitzen konnen und endlich 
die Grenzwerte zahlreicher Metallverbindungen bestimmt, wel- 
che einer spezifisch-giftigen, einer oligodynamischen Wirkung 
Oder dem natiirlichen Absterben entsprechen. Es sind also 
biologische Gesichtspunkte, xvelche von Naegelis Stellung- 
nahme zu der von ihm entdeckten oligo-dynamischen Wirkung 
begriinden. 

Die von spateren Untersuchern vorgenonimenen Nachpru- 
fungen bestatigten den oligodynamischen Effekt auch im Be- 
reiche der die menschliche Pathologic angehenden Krankheits- 
erreger, wollten allerdings einen wesentlichen Unterschied 
zwischen chemisch-giftiger und oligodynamischer Wirkung 
nicht anerkennen (2,3). Diese Frage ist anch weiterhin nicht 
befriedigend geklart xvorden. Dagegen sind der Frage des L6- 
sungsvorganges an den Metallen bzw. der Mitwirkung der le- 
benden Zellen selbst eine grosse Reihe von Arbeiten gewidmet 
worden. Diese haben die Beobachtungen von Naegelis im we- 
sentlichen bestatigt und in physikalisch-chemischer Hinsicht 
erweitert. 

Nur zwei Autoren haben das Phaenomen der Nachwnrkung 
des Kupfers vom Glase einer Untersuchung unterzogen: Mar- 
tin Ficker (3), der das Ablosungsprodukt mit der Wirkung 
frischer Kupferldsung in Vergleich setzte, und von Linden 
(4), welche Untersuchungen iiber die Aufnahme von Kupfer 
in Glaspulver anstellen Hess und dabei die Bildung von 
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Kunfersilikaten feststellte. Picker hat auch noch em anderes 
Problem gestreift, namlich die Glaswirkung selbst, welclie ei- 
nen schiitzenden Effekt gegen die Oligodynamie bei Cholera- 
vibrionen ausiiben sollte. 

Er boruft sich dafur auf die Alkaliabspaltung aus gewohiilichen 
Glase durch Wasser nacli Mybus uiid Foerster (5). In NaoO-acqui- 
valenten ausgedriickt gingcn nach den Untersucliungen dieser Au- 
toren in 24 Stunden bei 20® Celsius von 100 cm^ Glasoborflacbe je 
nacb der Glasart 0.005-0.435 mg Na,0 (etwa n/600000-n/r000}, in 
einer Sturide bei 80® sogar zwiscben 0.018—1.213 mg Na,© (etwa 
n/170000— n/2o00) in 100 cm® Wasser in Losung. Ficker land erst 
rcgelmassige und vergleichbare oligodynamische Effektc, wenn er 
Dcstillate aus sclnver angreifbarem z. B. Jenaer Glase vorwendeto. 
So erhaltene Destillate batten an sicli einen iiberaus gleicbmassigen 
und bohen bakteriziden Effekt. Auf den Einfluss des Glases auf den 
Entkeimungsprozess komme ich noch mehrfach in dieser Darstel- 
lung zuriick. 


Voraussetzung fiir ein tieferes Eindringen in den Wir- 
kungsmechanismus der Oligodynamie waren die neueren phy- 
sikalisch-chemischen Arbeiten iiber die Komplexbildung. 
Diese erst bilden den Ausgangspunkt fiir das Verstiindnis der 
Losungsverhaltnisse der Metalle im Wasser und der Aufnabme 
der Metallverbindungen in die Zelle. 

In einer Mitteilung zur Kenntnis der Konstitution von 
Salzlosungen hat R. Abegg (6) iiber Versuche berichtet, nach 
dem Vorgange von Nernst aus dem Potential einer Metall- 


elektrode gegen die Losung eines Salzes dieses Metalls die 
Konzentration der einfachen Metallionen zu ermitteln. Das 


Salz CdCL enthalt z. B. (Hittorf ) ausser den einfachen lonen 
Cd und Cl’ noch in erheblicher Menge komplexe Cd-haltige 
Amonen von der allgemeinen Forinel (CdCIJ (C!’) Diese 
Befimde an Schwermetallsalzen bestatigte Arrhenius in seinen 
Gefnerpunktsmessungen (1888). Abegg und Bodlander haben 
auf seiche komplexbildung als charakteristisch fiir die Dop- 
pelsalze hingewiesen und daraus das Vorhandensein komplex- 

mllT “ erschlossen 
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lel-eln rlP=! iri w ? i^esteht in der Anlagerung undissoziierter Mo 
lekeln des Elektrolyten an eine seiner lonenarten und ist in ihrem 

Unrf cf" f der beiden Komponenten (Ion unci 

Undissoziiertes) abhiingig. Die chemische Natur der Elemente steht 
m einem bestimmten Verbaltnisse zu deren lonenbildungstendenz 
(D- Ausatz von Salzen gleichen Anions lasst die Komplexbildun" 
nocli zunehmen. Bei Vercliinnung solcher durch gleichionigen Zu- 
satz stark komplexer Ldsungen kann die Bildung einfacber Metall- 
ionen so stark zunehmen, dass die verdiinnteren Ldsungen an sol- 
chen konzentrierter warden kdnnen. 


In einer Arbeit iiber komplexo Kupferverbindungen bei’ichtet V. 
Kohlschiitter (8) iiber Kupferammoniakverbindungen, wobei aus 
konzentrierter CuClj-Ldsung durch Ammoniak zuniichst Cu(NH 3 )jCl„ 
ausfallt, in tiberschlussigem Ammoniak sich aber wieder lost unter 
Bildung des komplexen Kations (Cu(NH 3 )^)+ +, weiterhin iiber 
Selbstkomplexbildung bei der Elektrolyse von Kupferchlorid in salz- 
saurer Ldsung Oder in der Ldsung von Alkali- und Erdalkalichlori- 
den. Audi bei verdiinnteren Salzldsungen ist solche Selbstkomplex- 
bildung zu beobachten. 


K. Spiro hat darzulegen versucht, »\vieweit die Unterschei- 
dung von oligodynamischer und spezifischer (d. h. spezifisch- 
giftiger im Sinne von Naegelis) Wirkung der Kupfersalze 
durch chemisch-physikalische Vorgange im Sinne der erst seit 
Naegeli gewonnenen Anschauungen und Vorstellungen erlau- 
tert werden kann.« 


Kupferpliosphat und karbonat sind in Eiweiss loslich. Von be- 
sonderer Bedeutung fiir die Speicherung von Kupfer in der Zelle sind 
Ammoniak, Aminosauren, Peptone, Eiweisskbrper und Lipoide. 
Sorgt man nun dafiir, dass die durch Oxydation metallischen 
Kupfers entstehenden Cuprisalze auch eine Bindungsmoglicbkeit mit, 
den genannten Substanzen Oder mit Zellen linden, so wird das 
Glcichgewiclit in der Ldsung sofort gestdrt, und werden immei neue 
Mengen Kupfer gelost und wieder gebunden. Dabei erfolgt die 
Aufnahme des Kupfers aus geringen Kupferkonzentrationen durch 
kupferbindende Substanzen in grosseren Mengen und bei starkerer 
Wirkung als aus konzentrierteren Ldsungen, entspricht also einei 
Ad-Sorptionskurve. In dem kompliziert aufgebauten, lieterogenen Sy 
stem der Zelle reagieren die verscliiedenen Substanzen mit ver- 
scliiedener Affinitat soivobl physikalisclier (Adsorption) als aucli 
chemisclier Natur fiir Kupfer und dalier in qualitativ und quanh- 
tativ verscliiedener Weise, jenacbdem wir viel Oder wenig Kupf 
anwenden (9). 
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Anlasslich einer Beobachtung Bullots im Laboraloriuin 
J. Loebs, dass kupferhaltiges Wasser durch kleine Kochsalz- 
mengen fiir Gammarus weitgehend enlgiflet werdcn koniite, 
hat Spiro (10) die Frage gestellt. ob es sicli dabci urn einen 
cchten, ionalen Antagonismus liandele, bei welchem die beiden 
Antagonisten dadurch aus der Losung ausscheiden, dass sie 
beide eine unlosliche oder eine niclit ionisierte, loslichc Vcr- 
bindung eingelien. 


Solche Komplexsalzbildungen entstehcn z. B. durch den Antago- 
nismus von Quecksilbcrchlorid und Kochsalz, von Kupfersulfat und 
Natriumthiosulfat. Spiro konnte die Frage bejahen. Dio Hemmung 
odor Forderung dor oligodjmamischcn 'Wirkung dos Kupfers )3C- 
ruht namlicli auf den mit dem Natrium verbundonon Anionen. 
Nach Spiros Untersuchungen nimmt das Rcduktionsvormdgcn dor gc- 
priiften Anionen fiir Kupfer entsprechond der 15'otropon Beihc Ilof- 
meisters (RIiodan> Jod> Cyan> Nitrat> Chlor> Sulfat> Acetat) 
zu: Rhodan-, Jod-, Cyanionen reduzicren Cupri- zu Cuprosalzcn, 
die Halogenide bilden mit Kupfersalzcn unter IIydrol3'se loichf Oxy- 
halogenide, Sulfit und Thiosulfat leicht loslichc komplexe Salzc. 
Durch die tlberfuhrung dor Cupri- in Cuproionen wird aber die 
Kupferwirkung wcsentlich hcrabgesetzt. 


Das Wesen der oligodynamischen Wirkung bcslclil in der 
Losung metalliscben Kupfers zu Cupriionen, was durch die 
Ox3'dation natriumjodidhaltiger Guajakidsung (Pagenslcchcr- 
sche Reaktion) angezeigt wird. Gbcr die Cuiuuioncnwirkung 
hinaus muss man nach Spiro aber aucli an die Veriinderung 
des Quellungsvermogens dor Eiweisskorper und dcs Proto- 
plasmas durch Salzc und die dadurch veranderte Aufnahinc- 
der Zellen fiir Kupfersalze denken, schliesslich an cine durch 
verschiedene Anionen bewirkte Adsorptionsiindcrung. 

Auf dem problemreichen Gebiele der Oligodynamic sind 
also noch viele Fragen offen. Mailer sagt bei der Erdrlcrung 
der Beziehungen zwischen Konzcntralion und kcimldtender 
Wu-kung: »Zwischen indifferenz der Wirkung und Wachs- 
tunishegunstigung schiebl sich nun bei manchen Sloffen in 
gewissen sehr niedrigen Konzentrationen eine Hemmungs- imd 
Abtotungszone ein. Diese Erscheinung ist namenllich von Nae- 
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geli an Susswasseralgen, vor allem an Spirogyren und mil 

studiert und als oligodynamisch be- 

zeichnet worden. Das Vergiftungsbild ist dabei ein anderes 

als bei hdheren Konzentrationen Welche Stoffe und 

welche Konzentrationen von diesen Stoffen das Wachstum 
begiinstigen, oligodynamisch wirken oder einflusslos bleiben, 
ist noch nicht systematisch gepriift worden« (11). Diese For- 
mulierung des Problems der oligodynamischen Wirkimg wrd 
dem biologischen Gedankengange von Naegelis gerecht und 
kann als Programm der vorliegenden Untersuchung gelten. 

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung bin ich gerne 
einer Anregung Herrn Professor Naeslunds gefoigt, der Prii- 
fung oligodynamischer Wirkungen im Bereiche der heute ge- 
iibten Wassereinigung und Wasserversorgung nachzugehen. 
Bei der Weitlaufigkeit der Aufgabe konnte es sich zunachst 
nur darum handeln, einige orientierende Versuche in dem 
problemreichen Gebiete dariiber vorzunehmen, ob die ange- 
wandte Methodik praktisch brauchbare Aufschliisse erwarten 
lasst. Dabei war sowohl auf die Zusammensetzung des Roh- 
wassers als auch auf den Wasserreinigungsprozess selbst in 
seinen verschiedenen Phasen, d. h. auf die Zusatze (Alumi- 
niumsulfat, Calciumoxyd, Soda, Chlor u. a.), sowie auf das 
Wasserleitungssystem in seinen verschiedenen Abschnitten 
Riicksicht zu nehmen. Im Besonderen waren die Neutralsalze 
des Wassers, die Alkali- und Erdalkalichloride, -nitrate, -sul- 
fate, weiterhin die Karbonate, Eisen, Mangan u. a. m., iiber- 
dies die Wasserstoffionenkonzentration zu heriicksichtigen, 
auf die Zusatze im eigentlichen Reinigungsprozess einzugehen 
und die Stoffe der Wasserbehalter und -leitungen in ihrem 
Einflusse auf oligodynamische Wirkungen im Bereiche der- 
zeitiger Wasserversorgung zu analysieren. 

All g emeine A nmerkung zur Technik der 
Versuche und zur Lesiing der Tube lien. 

Bei der Anstellung der im folgenden dargestellten Versu- 
che habe ich mich wie bisher ausschliesslich des Suspensions- 
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vcrsuchs bedient. Die ausgedelinten Rcihenvcrsuchc, ^vclchc 
bei dem Zwecke der Untersiichung erfordcrlich wurdcn, ver- 
boten schon rein teclinisch die Anwendung von Keimlragern. 
Im iibrigen bot hier die Auszahlnng bzw. SchiilzAing mcislcns 
hinreichende Genauigkeit fiir die Beurteilung der Ergebnissc. 
Die Gefahr einer storenden Dberlragung von Desinfeklions- 
raitteln bei der Einsaat konnlc praklisch als belanglos an- 
geselien werden; handelte es sicli dock vor allem inn die 
Feststellung der Wirkungsbereiclic von Desinfeklionsmillcln 
imd deren Kombinationen, welchc jenscils der durch Koin- 
plexbildung indifferenten Zone liegen. Bei dieser zweilen Wir- 
kungszone handcU es sich abcr moistens nm so gcringe Kon- 
zentrationen auch stark virkender Mittel, dass init der Dl)cr- 
tragung entwicklnngshennnender Mcngcn des Desinficiens bei 
der Bberimpfimg auf Niilirboden nicht mehr gerccbnct zu 
werden brauclit. Durch wiederholte Anssaaten nach l)cstiinin- 


ten Zeiten konnten so auch zuvcrliissigc EndNvcrtc gcwonncn 
werden, welche nicht nur der inothodischen Erfassiing des 
Wirkungsmechanismus dienlich sind, sondern auch praktisch 
verwcrtbare Anhaltspunkte bietcn. 

Die in den Versuchen angegebenen Norinallosungswcrle 
entsprechen der Konzentration der in den Versuchen jeweils 
zur Verwendung gckommenen cheinisclien Kdrpor. Als Puffer 
kamen ausschliesslich Phosphatpuffer nach Socrensen zur An- 
wendung u. zw., wo nicht besondcrs angegcben, in m/60 L6- 
sung. In den Tabellen sind deslialb mcistens nur die nacktcn 


pH-Zahlen angegeben z. B. 5.3, 5.9, 6.6, 7.3, 8.0. Die cin- 
zelnen Rohrchcn der Versuclisroihen enthielten durchwcg 
2 cm^ Gesamtflussigkcit einschl, der Baktericnsuspension. 

Die Zahlen, Striche und Kreuze in den Tabellen bcdeuten: 
4: etwa^der Einsaat entsprechendes Wachstum, 3: ctwa V., 
2: etwa V., 1 : elwa V.. der Einsaat, ±: Vs, Vm und wenigcri 
kem Wachstum oder 20 (durchschnittlich wcniger als 
low der Eemsaat) und weniger ausgewachsenc Kolonicn. In 
euiigen Versuchen sind diese resistcntcn Keimc angegcben 
Nur fnsch m Jenaer Glas destilliertes Wasser kam zur An- 
-ndung. Das Glasgerat svur.e nach iedcn, Vc,.sr.o h. 
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Chromschwefelsaure gereinigt, gespiilt und getrocknet, auch 
gleich verwendet. Leider stand einheitliches, schwer angreif- 
bares Glas nicht zur Verfiigung. 

L Versuche fiber die Kombination von Jod und Kiipfer, sowie 
von Jod, Kupfer und Kochsalz. 

Ziinachst wurden fallende Mengen von Jod in wasseriger 
Losung mit fallenden Mengen von Kiipferchlorid (GUCI2) kom- 
biniert, um in die quantitativen Verhaltnisse der Kupfer- bzw. 
der Jodwirkung im Vergleiche mit deren Kombination Ein- 
blick zu gewinnen. 

Fiir diese Versuche verweise ich auf Tahelle 38, welche beson- 
ders anschaulich zeigt, dass Kombinationen des Metallsalzes mit 

Versuch 38. 

GrenzM^ertbestimmung einer Kombination von Kupferclilorid und 
Jodwasser in doppelt destilliertem Wasser [gegen Vio Ose Staphylo- 
kokken]. Aussaat nach 24 Stunden: 
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Jod in wasseriger Losung bctriichtlich scliwacher zu wirkcn scliei- 
jien als die Jod- bczw. die Kupferreibcn alleiii. Die Jodwasscr- und 
die Kupfercbloridkontvollen wirken nocli absolut kcimtdtend kis zur 
Verdiinnung n/100000 (ontspr. 1.27 mg/1 J, bzw, 0.32 nig/1 Cu , 
Kupfer aucli nocli stark keimvermindornd bis n/1000000 (0.032 mg/1 
Cu) in 24 S'tunden, wahrend die zwisclicn dicsen Werton licgon- 
den, variierten Kombinationen fast gar kcinc Keimabnalime auf- 
weisen. Dabei ist jedoch zu beach ten, dass etwa bci n/1 000000— 
n/10000000 der Kombination Jod-Kupfcrchlorid cine melir oder wc- 
niger scliarf begrenzte Wirkungszone crschcint, wolchc oft auch 
in der Jodreibc als »oligodynamisclic« Zone auftritt und auch l)ci 


der Kupfcrchloridreihe in den hoheren Verdumumgen, u. U. noch 
uber die angegebenen Grenzen liinaus angedcutet ist. Vcrsuch 38 
ist wie die bisherigen Vcrsuche (siclic die vorigo Mitteilung in dio- 
ser Zeitschrift) mit cincm sehr resistenten Staphylokokkcmstammc 
durchgcftilirt. 


Ein grundsatzlich alinlichcs Verhaltcn zcigl die Koml)ina- 
tion gegen Sporen. In Versiich //o isl Jod in falicnden Mcngcn 
im Vergleicli mil Jod und Kupfcrchlorid in falicnden Mcngcn 
gegen Subtilissporen gepriift. Hier trill cnsprechcnd dcin rc- 
sistenteren Testobjekt einerscits schon die absolute Wirkung 
des Jod etwas, ^Yenn auch nichl -wesenllich, hinler dor auf 
Staphylokokken zuriick; andcrscits isl bier das Kupfer im 
Vergleicli mit der Konlrolle in dcslillicrlcm Wasscr geradezu 
A’on hemmender Wirkung auf den Abldtungsprozcss in den 
gewahlten Konzentrationen, und nahert sicli erst in den hohe- 
ren Verdiinnungen u. zw. in Komhination mit Jod der reinen 
Jodwirkung. 


Auf die quanlitativen Verhiiltnissc der Kombination von Kupfer 
nut Halogenen bci dor Dosinfektionswirkung gegen Subtilissporen 

VeTrV'-n;''"'"'®”''' Cblorkupferversuchcn in destilliertem 
(\eisuch oO), sowio m Gegemvart von Puffern bzw. in Lcitungs- 

rrgeheTzul S Bezugnahme auf Versuch 

WalseSfr''’' Versuchon wurde dor Einfluss variierter 

t Dosinfektionswirkung der 

vombmahon Jod-Kupfcrchlorid imtersucht, ferner dor Finflui des 

Enlsmeclicna Sen In ®>- 

ueu m \eisucb 38 verzcichncten Gronzwertcn des 
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Versiich 45. 

Jod mit Pufferlosungen in pH-Grenzwerten ge^en Siihm.-c c 
*ssl. versci.,.de„e„ KoSfelto “r":™' 


mg/l 

Jo: 

12,7 

n 

10000 

! n 

' TO33 

1.27 

n 

"lOOOOD 

1 

n 1 

333333 

0.127 

n 

1000000 

aq. 

Cuds; 

mg/l 

aq. 

~ — 12 21 12 

16 


pH 5.3 

~ — 34 1-200 1-200 

55 


pH S.O 

100 50—100 56 63 66 


i 

CuClo JQQQQ 

— — 31 28 29 

44 

6.7 mg/l 

CuClo pH 5.3 

1 


14 


CuCIs pH 8.0 

4 50 >40 40 45 

39 


1 

CuCl 2 33333 

— — 45 77 >200 


2.2 mg/l 

CuCls pH 5.3 

— — >200 41 32 

49 


CuCla pH 8.0 

17 50 59 64 82 

48 


n 

CuClo ^00000 

(— — 42 32 48 

i 

65 n. 24 Stdn.) 

CuCla pH 5.3 

~ ~ 15 14 14 

10 

0.67 nig/1 

CuClo pH S.O 

5 12 17 7 26 

12 



Einsaat Vio Ose Sporen, Aussaat iiach 48 Stunden etwa ^/soo— Viooo 
der Einsaat. Die ausgewachsenen Kolonien sind ausgezalilt. Der 
Wirkungsgrad von Jod in Wasser sowie in saurer Pliospliatldsung 
gegen Subtilissporen entspricht ungefahr dem gegen Staphylococcus 
aureus. Dagegen tritt die bei pH 8 so auffallige, additive Kupfer- 
wirkung gegen Staphylokokken liier nur in einer relativen KeiiU' 
verminderung zutage, welclie bei den holieren Kupferverdiinnungen 
zu besonders starker Keimabnahme fiilirt. 

In Modellversuclien variierter pH wurden ausscliliesslich Phosphat- 

puffer verwendet. 
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Kupfers, welclie allein nocli eine uberaus Starke Keimvermindcrung 
in 24 Stundeii bewirkten, von Joel in dessen liohcreu Verdiinntingen 
aber naliezu vollstandig geliemmt wurden, sind dicse Versiichc 
ohne weitere Variation fiir Kupferclilorid nur mil dom V^ertc 
n/1000000 angesetzt. 

Wie aus Versuch A2 ersichtlicli isl, cntspreclicn die Grenz- 
werte von Jod iind Kupferchlorid gegen Staphylokokken im 
wesentlichen den in Versuch 38 verzeiclineten. Den Jodkon- 
trollen im ersten horizonlalen Stabe sind zwei verlikale Slabe, 
links fiir die Pufferkontrollen, rechts filr die Kupferchlorid- 
kontrollen angescblossen, dazwischen sind die Jioinbinalioncn 
Jod-Kupfer der verschiedenen pH-Bcreicbc eingercibt; wegen 
der entsprechenden Jodkontrollen vcrwcisc icb aiif Versuch 
35 ineiner vorigen Mittcilung (12). 


Versuch 42. 


Kombination von Jod uiul Kupferchlorid bei variiertem pH, Ansatz 
wie bisher, Aussaat nacli 48 Stunden: 
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Zu beachten ist auch. die bei pH: 7.3 unter n/10.000.000 
Chlor auftretende, absolute Wirkungszone. Im wesentlichen 
das gleiche Bild, nur scharfer akzentuiert in dem vertikalen 
Stabe starker, relativer Keimverminderung bei n/1000000 Jod 
und in einer horizontalen Wiederholung von Zonen absoluter 
Keimtotung in dem fiir die Kupferwirkung giinstigen alkali- 
schen pH-Bereiche- also eine wesentliche Verstarkung ergibl 
die Kombination Jod-Kupfer-Kochsalz, trotz an sich starkerer 
Hemmung von Jod wie Kupfer durcb Kochsalz in den Kon- 
trollen. 

Noch eindrucksvoller tritt diese Verstarkung der Kombination 
Jod-Kupfer in Versucli 43 hervor, welcher die eben bescbriebenen 
Verhaltnisse (statt nach 48 Stunden in Versuch 42) nacb vier Ta- 
gen darbietet. Hier hat sich die Wirkung auf der sauren Seite 
bei Pj^; 5.9 zu einer breiten Zone um n/1000000 Jod durchgesetzt, 

Versuch 43. 

Kombination von Jod und Kupferchlorid bei variieidem pH mit und 
ohne Kochsalzlosung. Ansatz wie in den bisherigen Versuchen. 

Aussaat nach 96 Stunden: 
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„.Kl ist bei p„; 8.0 vollkomraene Sterilitiit eingetreten, wic m der 
ei cchond n Kupferkontrolle. In verstarktcm Masse ze.g sich 
rSs Bilcl in clem zu n/10 NaCl besalzenen .Insatzo bo. welcljem, 
mit dem gleicben Jodwerte gleicbsam als Miltelpunkf, bic.te Dcs- 
MektionsLen nach beiden Seiten ausladen, um m.t zunebmen- 
der Alkalitat zu durcbgebender Keimlotuiig dci- Rcihcn sich aus- 
•zuweUen und damit den Konfi-ollen anzugloicben. 


In diesen Zusammenliange komme ich weder auf Versuch 
45 ziiriick, in welchem neben der Kombinalion Jod-Kupfer in 
destilliertein Wasser auch Grenzwerte phospliatgepuffcrter 
Losungen gegen Subtilissporen zur Priifung kamcn. Dabei 
sind neben den sauren Kupferkontrollen und deren der Was- 
ser-Kontrolle gleiclikoinmender Wirkung zwei Momcnle bc- 
merkenswert: Erstens kommt es in den alkalischcn Reihen 
des Jod und der Kombination Jod + Kupferclilorid iibcrhaupl 
nicht zu vdlliger Keimablotung. Zweitens aber trill bier bei 
pH 8.0 mil abneliniender Kupferkonzentration cine auffal- 
lige, additive Kupferu’irkung in einer slarken, rclalivcn 
Keiinverminderung zulage, welcbe die Jodheininung in den 
Pnfferlosungen, sowie die Jod-Kupfer-Hemmung in den 
hoheren Kupferkonzentrationen mehr als ausgleicht. Dar- 
auf komme ich bei den Versuchen 50 und 68 noch einmal 
zuriick. 


Zusammenfassend lassl sich sagen: Die reine Jodwirkung 
zeigt sich in zum mindesten zwei Phasen, deren zweile in 
den hochsten Jodverdiinnungen (um n/1000000) ich als oligo- 
dynamisch bezeichnete. Der unter variierten Versuchshedin- 
gungen variable Grad der lonisicrung kann zu mehr Oder wc- 
niger slarken Entkeimungseffekten fiihren. Unler diesen Bc- 
dingungen bilden der oxydative Angriff der Mclallc, die L6- 
sung bzw. Verteilung der Oxyde, Karbonale, Oxychloride odor 
sonshgen Umselzungsprodukte in der wiissrigen Phase und 
die Speicherungsmoglichkeit fiir dieselben in den verschiedc- 
nen Keimen als Testobjekten die wesenllichen Voraussetzun- 
gen der ohgodynamischen Wirkung. Man muss aber wohl 

sJo fc t- anderer keimtolcndcr 

bei gleichzeitiger Speicherung und Wirkung in den zcl- 
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ligen Testobjekten als oligodynamisch bezeichnen; u. z\v auch 
ohne dass es zum Nachweise feststehender Grenzwerte kommt; 
denn aus zahlreichen Beobachtungen iiber den Mechanismus 
der Desinfektion wissen wir, dass die kleinsten Wirkungs- 
werte nicht von feststehenden, chemischen Minimalwerten, 
sondern von variablen, biologischen Relationen abhiingen, wo- 
bei wir uns haben gewohnen miissen, in wesentlichen Wir- 
kungsbereichen geringere Konzentrationen wirksamcr zu schen 
als grossere. Die Ergebnisse der hier niitgeteilten Vcrsuchc 
sind ein Beitrag fiir diese nicht nur aus den chemisch-physi- 
kalischen Losungsbedingungen, sondern wesentlich aus den 
biologischen Adsorptions- und Bindungsverhaltnissen der 
Testobjekte verstandlichen Wirkungsweisen (13). 

Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration von der 
alkalischen nach der sauren Seite lasst die Jodv.drkung zu- 
nehmen, wobei man an eine vorwiegend molekulare, kurz- 
fristige Wirkung zu denken hat, welche sich so von der mchr 
oxydativen, prothahierten des Hypojodits im alkalischen 
Milieu unterscheidet. Auch Kupfer zeigt als klassisches Bei- 
spiel solche oligodynamischen Zonen in hohen Verdiinnungen, 
entfaltet aber erst mit dem Obergang zu alkalischem Mittel 
ausserordentlich starke Wirkungsbreiten. Dabei ist zu be- 
achten, dass die Pufferung an sich die Wirkung beider Ele- 
mente doch stark beeintrachtigt und nur in den genannten, 
optimalen pH-Reihen den Wasserkontrollen angleichl, u. U. 
diese in der Wirkungsbreite sogar iibertrifft. Die Kombination 
Jod-Kupfer ist vorwiegend im alkalischen Bereiche wirksam; 
Kochsalz in n/10 Normalitat verstarkt sie machtig; ahniich, 
wenn auch nicht so stark, wirkte Leitungswasser, worauf ich 
bei den Versuchen 63 und ff. bis 69 noch zuruckkommen 
muss- 

ir. Versuche iiber die Kombination von Chlor mit Kupfer, bziv. 
von Chlor, Kupfer und Kochsalz. 

In Versuch 50 ist ein Parallelversuch zu Versuch 38 an- 
aestellt, eine Grenzwertbestimmung fur die Kombination Chlor 
und Kupferchlorid in destilliertem Wasser gegen Stapiyo- 
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Vcrsuch 50s 

Gl‘enz^\'erll)estiInnlung einer Kombination von Chlor und Ivupfer- 
cliloricl in destilliertem Wasser gegen Staphylokokken und Subtilis- 
sj)oren. Aussaat nacli 24, und 72 St.: 


n.* 

n 

n 

n 

n 

n 

n 

I 




100000 

1 33:i333 

1000000 

3333333 

10000000 

CuCb 


Staphijlokokkm ; il Sldn: 


aq. 

— 

± 

2 

3 

3 

3 

3 


(.uCIo. 33333 

— 

it 

2 

+ 

± 

=t 

+ 

2.22 

n 



2 : 


1 

1 

3(?) 

0.67 

’ i 00000 


III 


n 






3 

+ 

0.22 

' mm 


it 


3 

3 

n 




4 




0.067 

' i 000000 


it 

2 

4 

4 

4 

n 

! 


2 

4 





' mm3 


± 

4 

4 

4 

0.022 

n 


± 







loonoooo 


2 

4 

4 

4 

4 

0.0067 


Staplujlokkcn; /?. 72 Sldiu: 


aq. 

— 



— 

— 

— 

+ 

1 

33333 

— 


— - 

— 

— 

— 



2.22 

n j 









lOOOOO 


— 

— 


— 

— 

— 

0.67 







1 



333333 


— 

± 

i 

— 


! _ 

0.22 

n 









lOOOOOO 


— 

± 

± 

± 

± 

+ 

0.067 

n 









3333333 


— 

it 

i 

1 

1 

1 

0.022 

n 









10000000 

— 


± 

M 

1 

1 

1 

0.0067 


-ul circi Tagen' Wie Sich'b’"' H 

Slunden an SHph^L nH l^esonders eindrucksvoll nach 72 
- Co. .nn;j Ve.snebe 
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An den untercn Grenzwert clcs Km>fcrsnl-/.os sclilicssen sicl. in 
den Stttbcn CuCl. n/333333 und n/lOOOOOO llernmnngszonen an, wcl- 
cbe unter CU n/3333333 oligodynamische Wirkung u. z\v. J)oi ah- 
soluter Keiintdtung l.z;v. sehr starker Koiinvcrminclcrung nufwei- 


sen. 

Die entsprechenden Vcrsuchsrcihcn iiher die Konihiiia- 
tionswirkung Chlor-Kupfcr gegen Suhlilissporcn zeigen nacli 
3 Tagen cine der Wasscrkonlrollc (vcrgl. Versuch 45) an- 
nahernd gleichkommendc Wirkungsreihe bet CuCL n/1 00000, 
welchcr sicli cine breilc Hcniinungszonc ini folgcndcn Slalie 
bei CuClj n/333333 anscblicssl. 


In den weilcren Verdiinnungen des Kupfers bis n/10000000 folgt 
nun cine starke, relative Kcimverniindcrnng, wclcbc die Wirkung 
dev Kombination Chlor-Kupfcr in dieseu liohcn Verdiinnungen der 
Wasserkontrollc anniibrend angloiclit, l)ei einigen inittlnron Cblor- 
werten derselben sogar fast gleicbkoinmt. Bei Durclisiclit dor verti- 
kalcn Stfibc sicht man nach droitiigiger Kinwirkung dcr Konibi- 
nation cine allmiihlichc Zunabme dcr rclativcn Kcimvormindcriing 
von der Henimung bei CuCU n/33333 in Richtung der abnehinen- 
don Kupferkonzentrationen, welcbc von CuCk n/333333 ab der Cldor- 
bzw. der Wasserkontrollc etwa glcicbkomint. 


Die Konlrollcn zeigen, dass Kupfer bei Sporen offenbar 
ganz andcre quanlitalivc Adsorplionsbedingungen vorfindel 
wie bei vegetaliven Keimen, den Slapbylokokkcn, woleben siclt 
Paratyphusbazillcn im wesenllicbcn iilinlicb vcriialtcn, wie 


sich in weitcren Vcrsuchcn zeigen wird. Iviijifcr an sich wirlU 
in den angewandten Konzcnlralionen scblccbl, allcnfalls cnl- 


wicklungsbeniincnd, iind wird diircli Clilor in dessen an sich 
nicht sporcnlolcndcn Konzcnlralionen viclfach nocb gcbcinnil. 
Erst in bohen Verdiinnungen des Kupfers von n/10(UKKU) ab 
kommt es zu slarkerer Sporizidie, olinc dass innerhalb dcr 
gcwahllen Prufungszeilen cigcnllich die Wirltung des dcslil- 
Imrlen Wassers wesenllich iiberliolen witrdc. Diese linipfind- 
hchkeit der Sublilissporcn zeigt sicli nichl nur in dcslillicrlcin 

Stockholmer Wosoor. Vcrgl. hosonclcrs Vcrsuch 0(1, s,„vio 
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Wie bei den Jodversuchen wurde nun auch der Einfluss 
der Wasserstoffionenkonzentration auf die Wirkung der Kom- 
hinationen Chlor-Kupfer und Chlor-Kupferkochsalz unter- 
sucht, u. zw. meistens mit der Kupferchloridkonzentration 
n/1000000 (entspr. 0.067 mg/1, bzw. 0.032 mg/1 Cu) durch- 
gefiihrt. 


Versuch 49. 

Kombination von Chlor und Kupfercblorid bei variiertem pH. Aii- 
satz: in/15 Pliosphatpufferlosung 0.5 cc, Vioooooo n CuCU 0.5 cc, 4/X 
nClg 0.5 cc, Staphylokokkenaufsclnvemmung entspr. Vio Ose 24>stdg. 
Kultur 0.5 cc. Aussaat nach 48 Stunden entspr. Vsoo — Viooo der 

Einsaat; 


pH-Kontn 

■ 

n i 

n 


n 

n 

■ 

' n 

1 1000000 

CuClrK. 
(0.067nig/l« 
0.032nig Cu> 


33333 1 

100000 

333333 1 

Mill. 

3.3 Mill. 

10 Mill. 


3 1 

— 

- 

-(11) 

± 

~h 

3 

2 


5.3 

2 

. — 

^ 

± i 

1 

1 

1 

1 

2 

5.9 

3 

— 

± 

1 

1 

1 

1 

1 1 

+ (?) 

6.6 

3 

— 

1 

2 

2 

2 

± 

2 

2 

7.3 

3 


i 

1 

1 

1 

± 

t 1 

+ 

8.0 

1 

— 

i 

±(36) 

- 0) 

± (21) 

' — 

i (36) 

±(29) 

CuCl2 : 

— 

— 

± 

[ 1 

1 

1 

1 

1 1 

1 

1 

mg/I Cl 

3.5 

1.06 

0,35 

' 1 

0.035 

0.01 

0.003 



Nach Versuch zeigt Chlor eine starke, mehrphasige Wir- 
kung im Vergleich mit der erheblichen Hemmung der Chlor- 
kupferkombination. Im Vertikalstabe unter CU n/3333333 
(0.01 mg/l) wachst die Wirkung der Kombination aber 
mit zunehmender Alkaleszenz zu absoluter Wirkung bei 
pH + 8.0 und breitet sich hier zu gleicher Wirkung horizon- 
tal aus. 


iNoch eindrucksvoller erweist sich die Bedeutung der Wasser- 
stoffionenkonzentration fiir die Kombination Chlor-Kupfer m <?'- 
such S3, in welchem der Chlorwirkung in der steigenden p„-ReiIie 
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Vcvsuch 

Vc^ioicl. Mcnsc -von 

nation v.n Ct.lor £f ‘s.i,,.. 0,03 m^/I-) 

tratioii n/1000000 cnlspi. , ? r^inv ynlftlzt. Aussaat 
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± 
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B 
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1 
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CuCli! 5.9 

— 

± 

i < 

i = 

' 2 \ 

2 

2 

2 

> 6.6 

— 

2 

1 2 

2 

1 2 

4 

2 

3 

» 7.3 

1 

1 

1 

1 

4- 


i 

1 

» 8.0 

— 


—22 

+11 

-16 

—12 

-12 


mg/1 Cl: 

3.55 


0.355 


0.035 


0.003 



die Wirkung dcr Kombination gegciuibcrgcstcllt ist. Doin Bikle cler 
Chlonvirkiing nnd dcssen Einonguiig diirch die Phosi)iiate, stcht 
die Kombination Chlor-Kiipfcr mil ilirer Wirkinigsslei gening ini 
alkalisclien Bcreicbe gegenubcr, Avelclic sich boi Pj^: 8.0 zu brcitcn, 
fast absoluten Keimtotungszouen ausweitet, d. h. urn nichr als das 
Dreihundcrtfaclie, wcnn cs angingc, hior die Clilorquantcn als Mass- 
stab anzuwouden, um die mit. dcr Kombination Chlor-Kvipfor cr- 
zielte, keimtdtendc Wirkiing zvi bcracsscn: das gcht aber fvir Dc- 
sinfektionsprozesse ebensowenig an, wic fiir andeve biologischc. ct- 
wa die Antikorpevwirknngen, einschlicsslich der antiloxisclicn und 
antiinfektidsen; es sei denn, dass cs sich nm Icchnischc Notbchelfc, 
z. B. bei der Wertbemessung liandclc. 

Weitere Versuche zeigen die Bedculung dcs Zusalzcs klei- 
ner, fallender Mcngen von Kochsalz zur Kombinalion Chlor- 
Kupfer. Unter dem Einflussc dicser geringen Zusalze vcrschic- 
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schem t? , ? Kombination Chlor-Kupfer in alkali- 
schem Miheu bedmgten Keimtotungszonen und weiten sich 
machtig aus. Gegen Staphylokokken wirkt sich das paradoxer- 
weise mit abnehmender Menge des Kochsalzes verstarkend 
auf den Keimtotungseffekt aus, und ist auch gegen Miiuse- 
typhusbazillen ausgesprochen. 


Zusammenfassend ist bei diesen Versuchen zu sagen; Wie 
Jod ivird auch Chlor durch KupfercMorid gehemmt oder um~ 
gekehrt, u. zw. besonders in sauerem Wasser (pH: 5.3); bei 
alkalischer Reaktion dagegen wird die Kombination Chlor- 
Kupfer zunehmend wirksamer, und tritt nun eine zonenartige, 
additive Verstarkung der keimtotenden Wirkung ein, welche 
besonders um n/1000000 der Losungen beider Komponenten 
zutage tritt. 

Wie meine Versuche gezeigt haben, wirken die Halogene 
in schwach sauerem Wasser ( etwa 5.9 pH) bedeutend starker 
a.ls in alkalischen ( pH: 8.0). Die Erklarung hierfiir wurde 
darin gesehen, dass die Halogene in sauerem Mittel vorviegend 
molekular und entsprechend ihrem Gasdrucke mehr oder we- 
niger momentan, in alkalischem dagegen mehr oxydativ aus 
der Hypochloritform heraus und damit langsamer in Reak- 
tion treten und zur Wirkung kommen. 

Kupfersalze dagegen iverden in schwach alkalischem Was- 
ser ausserordentlich verstdrkt. Kombinaiionen von Halogenen 
mit Kupfersalzen haben wegen dieses gegensdtzlichen Verhal- 
tens vorerst keine Verstarkung der beiderseitigen Wirkung er- 


warten lassen, was auch fiir die bisher gepriiften Kombina- 
tionen Jod- bzw. Chlor-Kupferchlorid zutrifft, soweit die 
»Grenz\verte« der Komponenten in Frage kommen. Um die 
Grenzwerte treten namlich breite Hemmungszonen auf, in 
welchen die Kupfervdrkung besonders bis zu fast volliger Auf- 


hebung beeintrachtigt wird. 

In den hoheren Verdiinnungen der Halogene (Jod und 
Chlor) treten aber wieder — und zwar besonders im sauren 
Bereiche — Wirkungszonen auf, welche bei Kombination nnt 
kleinen Kupferdosen zu additiver Verstarkung der Keimtotung 
u. zw., auf der alkalischen Seite fiihren. Fiigt man zu diesen 
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Koinbinalionen noch kicinc Mcngcn Kochsalz. so koinnil cs 
zu ciiier weilcrcn, kriifligen Vcrslarkiing (icr kcimlolcndcn 
Wirkung u. zw. chenfalls aiif dcr alkalisclicn Scilc, wic sic 
dcm Alkalichloridcn cntspriclil. Dahci Irclcn jiaradoxc Wir- 
kungcn hcrvor, indcm die oligodynainisch wirksainen Halo- 
gen-Kupfer-Konibinalioncn z. B. diirch fallende Kochsalzkon- 
zcnlralionen, ^vclchc wcil unlcr dcr phvsiologisciicn Brcilc 
liegen (n/1000— n/10000 NaCl cnlspr. 08.0—5.85 nigd), inacli- 
tig verstiirkt werden (vcrgl. besonders Vcrsuchc 01 iind 7-1). 

Man mochte die Vcrsliirkung dcr licmmcnden Wirkung 
dcr Kupfcrsalzc und dcr Halogcnc auf oinandor wold dainil 
erkliircn, dass in den gcpuffcrlcn Losnngcn mil dcron Cbcr- 
schuss an Phosphalcn das Kiipfcr von dcr Phos])horsaurc gc- 


bunden wird und daraus nur in alkalischem Milieu von den 
Keinien anfgenommen wird. Damil werden alier die Wirliungs- 
Konen gerade dcr lioben Verdiinnungen und dcron Vcrsliir- 
kung durch ungcfiibr cnlsprcchcnd bobc Verdiinnungen dcr 
Halogenc und weiterbin durcli so kicinc Kochsal/./.usalzc uicld 
befriedigend erkliirl. 


III. Die Bcdcnlnng dcr demonslricricn und crdrlcrlcii Dcsin- 
fektionsmecluinismcn fi'ir die Gewinniitig einiger prakiisclier 
Gesiclitspiinkte zur Desinfekiion von Trink- and /irinic/nvossrr. 


1 ) Das C b I o r u n g s V c r I a b r c n. 

Mil Rvicksicbl auf die vcrscbicdcncn Sladicn des M'asscr- 
rcinigungsprozcsscs, auf die Nculralsalzc dcs Wassers (ver- 
treten durch Natriuinchlorid), auf die Wasscrsloffioncukon- 
zentrahon (wescnllich bccinflussl durch Zusiilzc (Calcium- 
lydroxyd, Soda u. a.)), .schlicsslich den Chloriibcrschuss dos 
chionerlen Rciinyasscrs, ^var cs von grossem inlercssc. die 
cungungen der Chlordc.sinfeklion an succcssiven Proben von 
rnnkwasser und an grob modcllmassig nacb den angcgcbc- 
en Gcsichlspunklcn zusanuncngcslclllcn Koiulunalioncn vcv- 
gleichend zu prufen und aucb die Kupforung des M’assers in 
dicsen Verglcicb mil cinzubczichcn. 
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Ich habe nun diese Proben u. zw. Rohwasser, Langsani- 
filtrat iind Remwasser, 1) unter Chlorung in fallenden Kon- 
zentrationen und 2) unter Chlorung bei gleichzeitigem Zu- 
satze von Kupferchlorid, in ihrer keimtotenden Wirkung ver- 
ghchen mit einer Kochsalzlosung von gleichem Gehalte an 
Chloridchlor und bei den Varianten der Wasserproben unge- 
fahr entsprechenden und variierten PH-Werten (: 7.5 bzw. 
nur 8.3, da ich neben den Phosphatpuffern nicht noch an- 
dere Puffer zur Anwendung bringen wollte, z. B. Glykokol), 


was zu weiteren Fehlern — fiber die durch eine Pufferarl an 
sich schon bedingten noch hinaus — fiihren muss), ferner 
mit einer Kupferchloridlosung von n/1000000 und schliess- 
lich mit einer Kombination beider unter entsprechenden Be- 
dingungen der Chlorung und alle gegen Staphylokokken, Para- 
typhus — ^ B — • Bazillen, und Subtilissporen gepriift. 

Das Ergebnis ist in den Tabellen 63 und 6i dargestellt. 
Es zeigt sich dabei der in den vorangegangenen Versuchen 
nachgewiesene Chlor-Kupfer-Effekt bzw. Chlor-Kupfer-Koch- 
salzeffekt in alkalischem Mittel. In beiden Kombinationen 
erscheint die Wirkungsgrenze bei Cl,: n/1 0000000 noch nichl 
erreicht. Die Kupferkontrollen zeigen eine starke Resistenz 
der als Testobjekt verwendeten Mausetyphusbazillen. Nach 48 
Stunden ist das Bild typisch entwickelt, und haben aucli 
Rohwasser und Langsamfiltrat ihre schmalen Desinfektions- 
zonen wirksam verbreitert. In Versuch 64 kommt die Koch- 
salzverstarkung der Kombination Chlor-Kupfer mit der ge- 
ringen Besaizung von n/1485 Kochsalz schon zur Wirkung, 
welcher die Reihen von Rohwasser und besonders von Lang- 
samfiltrat durchaus befriedigend entsprechen. 

In dem Doppelversuche 66, welcher gegen Mausetyphus- 
bazillen und gegen Staphylokokken angesetzt war, zeigen die 
Chlorkochsalz- (siehe besonders Versuch 66 gegen Staphylo- 
kokken) und vor allem die Chlor-Kochsalz-Kupferkombina- 
tion die erwartete Verstarkung, bzw. starke Auswcitung der 
Wirkungszonen mit zunehmender Alkaleszenz. Die Wasser- 
proben der verschiedenen Phasen des Wasserreinigungspro- 
zesses verhalten sich im ganzen genommen durchaus analog, 
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Vcrsuch 63. 

V'Grg’lcich dor Chlorwirlviing’ in Ivonibinution mit und CuCIo? 

bzw, mit CuClo + NaCl in destilliertem Wasser mit der in Probcn 
verschiedener Pliasen des Wasserreinigungsprozesses im Wasser- 
werk Lovb, mit Riicksicbt auf deren Wasserstoffionenkonzentration 
und Chloridchlorgehalt (33 mg/L) sowie auf den Cliloriiberscluiss 
im Reinwasser (0,13 mg/L). Einsaat V 50 Ose 24-stdg, Kultur von 
Paratyphus-B-Bazillen, Aussaat n, 24 Stunden: 

















no 


noch vorhandenen freien Chlorresten und nicht viel melir 
dem hoheren Alkaleszenzgrade des Reinwassers diese starke 
Angleichung der Wirkung des Reimvassers an die Wirknng 
des Modellversuches mit destilliertem Wasser zuzuschreiben 
sei. 
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Versuch 66. 

Ve.^ud^^„m v.rBleicl, dor Ci.tavirkung in „„ 

(i632 21.75 mg/hCl^, be 2 ;y. mit NaCl + CuQ 

(^) destilliertem Wasser und bei pH-Grenzwerten'entspi- den 

S ;,T f Kupferchloz-id mit der Chlonvivkung in 

w 'eisciiiedener Phasen des Wasserreinigungsprozesses im 

gehar'nn A?’ Rucksicht auf deren pH und Cliloridchlor- 
gebait (30 mg/L) sowic den Chloriiberschuss im Reinwasser (0.14 
mg/L). Emsaat: a) Vso Ose Breslaubaz., b) Staphylokokkon. 
Aussaat n. 24 St.; 


































Versiich 6S. 

Vergleicli der Wirkung fallender Mengen von Clilor in Kombina- 
tion mit Kochsalz bczw. mit Kochsalz und variierten Mengen von 
Kupfcrchlorid in zu ^ pliosphaigepuffertem, destilliertem Wasser 
von pH: 8.3 mit der Chlorwirkung im Reinwasser des Wasserwerkes 
Lovd, mit besonderer Riicksicht auf des letzteren AVasserstoffionen- 
konzentration, Cbloridcblorgebalt und Chlortiberschuss. 
Einsaat Vso Ose 24-stdg. Kultur von Paratyphus-B-Bazillen. Aussaat 
nacli 24, 48 Stunden u. n. 7 Tagen: 













VersxLch 68 (Fortsetzung). 
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1 1 


11 
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n 

n 
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+(27) -(24) -12 


_ _ . -i-0.67 

. > +0.067 

3 + , +0.0067 

^ _6 » +0.0006/ 


Cl: nig/l: 


3.55 0.3555 0.0355 0.0035 0.0003 


p. a««ve S 

NaCI-KonzenlraLonen (’>'1“' * hervor, u. w. im 

der besonders stark gegen Langsamfiltrat und im Rein- 

Kochsalzmodell wie auc . ^herein Alkalitatsgrad; der 

passer mu deren vergle.chBW .se 

Chlor-Kupter-KochsalakoalroUe^ Of- 

starke Wirkungssteigeru g 1 Chlor-Kupfer-Kocli- 

fenbar schranken die Ph P 
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salzkontrolle bei p„: 7,3 die keimtolende irkung dci Koin- 
bination im Vcrglcich schon init dem gckupforlcn Rohwnsscr 
von glcicheni p„ bcdeulcnd cin; Slaphylokokkcn sind anschci- 
nend nnler den bier gegebenen Versuclisbedingungen bedcu- 
tend empfindlicher als Paralyj)luis-B-Bazillcn. 

In Vcrsuch 6S sind falicnde Mcngcn von Chlor mil fallen- 
den Aquivalcntcn von Kupfcrchlorid iind mil n/1032 Kocli- 
salz bei p„ 8.3 gegen Miiusclypliusbazillcn kombinicrl und 
mil dcr Wirkung von Rciinvasser und dessen enlsprcchcnd 
gechlorten und gekupferlen Rcihcn vcrglicbcn. Sebon nacb 
24 Stunden zcigl Reinwasscr cine kraflige Ablolungszonc un- 


ter Cl„ n/1000000, wclcbc sicb nacb 48 Slunden als slcril cr- 
weist. Im ganzen ist Reinwasscr aucb bei dcr Cblorkujifcrung 
dem Modell nberall iiberlegen und beinnil nicbl wic dieses die 
durebdringende, prolrabicrte Kocbsalz-Kupicrwirkung, wcl- 
cbe sicb in den boberen Yerdiinnungen (n/10 — 100 Million.) 
gegen die Pbospbatpufferung, besonders aucb in den Wasscr- 
kontrollen, niebt durcbzusclzcn vennag. 

Grundsalzlicb das glcicbc Bild, wenn aucb mil den Bc- 
sonderbeiten der boberen Sporcnresislcnz, besonders gegen 
Kupfer, bielel Vcrsuch 69 dar, in wclchem die glcicbcn Mo- 
dellkoinbinalionen Cblor-Kocbsalz, bzw. Cblor-Kocbsalz- Kup- 
fercblorid wie in Versucb 68 im Vcrglcicb mil Rcinwasscr 
gegen Subtilissporen zur Ainvcndung kamcn. 


Die Modellkombination wcisl nacb drei Tagen breilc Hcm- 
mungszonen auf u. zw. in den boberen Kupfcrkonzcnlralio- 
nen mil boberen Cblorverdiinmmgen ; crsl in dcr bdcbslcn 


Kupferverdiinnung weicbl die Cblorbcmmung dcs Kupfers 
einer der Kupferkontrolle sicb angleicbcndcn, viellcicbl sogar 
zimacbst verstarkten Wirkung. 

Das Reinwasser zeigl in dcr Kombinalion mil Kupfer von 
Anfang an nur geringe Hemmung, von n/1000000 CuCI an nur 

Wirkung bis einscldiesslicb 
0000000 CuCl,. Nacb 6 Tagen nimml diese Wirkung nocb 
betrachtbeh zu und liisst unler CU n/100000 (; 0.355 mg/1 
eg scvobl in Reimvasser allein, als aucb bei KnpferungTon 
blbon. Ins n/100 Million, keinen Keim mebr iibrig; die 


8 * 



Yersuch 69. 


Wie Versuch 68, gegen Subtilissporen, Einsaat je Vbq ose etwa drci 
Monate alter Kultur. Aussaat n. 3 und 6 Tagen: 
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lioheren Chlorverdiinniingcn zcigcn noch bis 0,0003;) mg/1 cine 
betrachtlichc Keimverminderung, wio sic chva dcr Reinwasscr- 
kontrolle entspriclit iind walirscheinlich im Avcscnlliclicn als 
durcli Chlor-Kupfer leicht gehemmle Salzalkaliwirkung an- 

zuselien ist. _ 

Es wiirde sich verlohnen, diese Mcchanismcn iiocli gc- 
nauer zu anal 3 'sieren iind dcron praklisclicr Bedciitiing fiii 
die Desinfektion wciter nachzugelien. Was die Wasscrdesin- 
fektion belrifft, diirften sich scbon jclzl alls der Kombina- 
tionsMdrkung von Chlor init Kocbsalz, bzw. mil Melallcn iind 
Kocbsalz fiir Roliwiisser vcrscbicdencr Beschaffenhcil einige 
wiclitige Gesichlspimklc crgcbon, woraiif ich nacb den Silbcr- 
versuchen zuriickkommen werdc. 

Auf die angeschlosscnen Silberversncltc isl noch mil cini- 
gen Worten zu venveisen: Wic Kiipfcr isl auch Sillier aiis 
alkalischer Losung am bcslcn wirksam. Ich ^Ycisc dabci auf 
meine fruheren Arbcilen bin (14). Wic Ku])fcr isl auch Sil- 
lier zweiphasig in seiner Wirkung; die zwcilc Phase isl da- 
bei ein tibergang von Hemmnng durcli geringe, milllcrc Do- 
sen ziir Wirkung klcinsler Silbcrkonzcnlralioncn und cndlich 
zur »reinen« Wassenvirkung. (Siche vorige Millcilung, Ver- 
such 19, 37 u. a. (12), Sporcnversuchc mil Kupfer 45, 50, 
69). 

Diese zweile Wirkungsphasc trill auch liei Kombinalion 
von Chlor und Sillier licrvor, geradc wic bci den Jod-Kupfer- 
und Chlor-Kupferversucben. 


Vcrsitch 61 zoigt die Kombinalion Cblor-Silbcrsulfat bci p.,-Grenz- 
werten gegon SUipliylokokkcn. Entsiircchend der oligodynainisclien 
Phase bei Cl„ n/33333333 trill sclion boi Chlor allein in nlkalischcm 
iliheu {]),{.• 8.0) die Doppelpliasc (boi n/3333333 Iizav. n/100000000 in 
Erschemung). Diese Doppelpliase trill bei don variierten Silbor- 
zusalzen uberall jeweils scbon im wiisserigen Ansatze dcr Kom- 
bmation deutlicli an glcicher Stolle auf, urn sich in den entspre- 
cienden alkahschen Reihon fiir Ag,SO, n/1000000 zu cincr durch- 

-Bzinveilen und auch r ^ e 
Ubzn. 100-faclie Silberverdiinnung noch zu starker zweinhasitrer 
Wirkungsverbroiterung durchzusetzen. eiphasigci 
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Versitch 61. 

Kombination von Chlor mit Silber bezw. mit Kochsalz bci pH-Grenz- 
werten gegen Staphylokokken. 

Einsaat Vio Ose 48-stclg. Kultur von Staph, aur. Aussaat nach 48 

Stunden; 
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Dcm Chlorsilbcrvcrsuch isl im glcichcn Arl)cilg.'ingc ein 
Chlor-Kochsalzvcrsuch angchiingl, dcr hci den gcwaliltcn NaCI- 
Konzenlrationen die iiberaus slarkc, relative Keiniycruundc- 
rung darbiclel, welcbc sicli bci fallenden Konzentrationen von 
Kochsalz verstiirkl nnd bei n/1000 iind n/lOOOO NaCl eben- 
falls, im Vergleicli mil der einphasigen Wirkiing l)ci n/lOO 
NaCl, als zwcipliasig darslclll. Jleaclilenswerl sind aueh liicr 
wieder die alkalischen Pliosplialpufferkonlroilen, welclic in 
glcicher Richlimg der abnehmenden Kochsalzkonzenlrafion 
cine Starke, zimcbmcndc Kcimvermindcrung aufweisen. 

Weitere Vcrsuelie zeigen an Slapbylokoliken nnd Miinse- 
typhusbazillcn die slarkc nnd paradoxc Wirkungsslcigening 
der Kombinalion Chlor-Sill)er durch klcinc nnd klcinslc Koeb- 
salzzusiilzc. Bcziiglich dicser Wirknngswci.sc dos Koclisalzes 
lassl sich sagen, dass nnler den gcwaliltcn Bedingungen so- 
wohl die Halogcne (Jod mid Chlor) ii>ie (inch Kupfer, heson- 
ders aber die Kombinniion bcidcr mid ebettsn die. c/ifspre- 
ebenden Kombinationen mit SUher durch Chlnrntitrimn, anch 
in Gcgenwarl — ja gcradc in Gcgcnwarl von Phosplialpnffcrn 
(wic ich friilier fiir Sillier zeigen konnte, niich in Gcgetmnirl 
von organischen Puff cm, niinilicb Serumciweiss (M)) cine 
unerwartet grosse Wirlaingsvcr.starlcung erfahren, wolrlio die 
Kupfer- bzw. Silbcrwirknng nichl nnr an die Grenzwerlc dor 
sTcincn Wirknng«, sondern nnler den gccignclon Vorans- 
setzungen wcil dariiber binans in den Bercicb oligodynatni- 
scher Wirknng fiibrl. 


2) K u p f c r nnd K o c li s a 1 z. 

In den oben milgctciltcn Versneben wnrdon die Koinbi- 
nationen Halogen (.1 imd Cl) + Scbwcrmclallsalz (CiiCL nnd 
AgjSOJ durch Kochsalz bcdcnlcnd versliirlcl n. zw. nanienl- 
bch init fallenden iMcngcn des Cblorids. Diesc Wirknng isl 
nun eingehender an der Kombinalion CuCL + N;,C1 in do- 
stilberlcm Wasser nnd in m/GO PbospbalpufferloKung (p -8) 
imlersucht worden. ^ ° 

Aus dcr Oborsichl dcs Vm„c;,c., U creib, rich, dnss die 



Versitch 74, 

Kombination von Kupferchloricl unci Natriumchlorid in destilliertem 
AVasser und mit Pliospliatpuffern bei pH 8,3 gegen Vzo Ose Stapliylo- 
kokken nach rund 18 Stunden: 
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Kombinaiion mil Abnahmc cicr Kochsalzkonzcnlralion zu im- 
mer breitcren Wirkungszonen ausliidt. Sic iibcrlriffl dal)ci in 
den hochsten Vcrdunmuigcn dcr Koniponenlen iici wcilcm die 
Wirkungsbreite der Kupfcrkontrollcn (wenigstens gegen Sta- 
phylokokkcn). Diese Wirkungsbreite er^Ycisl sich nach den 
Kochsalzkontrollen als additive Vcrsliirkiing. llcsondcrs clia- 
rakteristisch Iritl diese additive Verslarkiing in den gcjnif- 
ferten Reihen bervor. Im Einzclncn ist dabei nocli zu be- 
merken: das Auftrclen zwei- und drcipliasigcr Wirlaingszoncn 
besonders in den pufferfreien Koinbinalioncn mil ausges])ro- 
cliener Hemmung in den sliirkcren Konzcntralioncn, iiiui l)c- 
sonders in den gcpnffcrlcn, scluvach alkalischcn Rcilicn ; for- 
ner zweipbasige, starkc Wirkung dcr beiden Kochsalzrcilicn; 
und zweipbasige Wirkung dcr gcpuffcrlcn Kupfcrkonlrollen ; 
schliesslich zunehmendc Vcrsliirkung dcr Kupferwirkung 
durch Kochsalz in den liohcn und hdchslcn ^'crdunnungcn, 
besonders in den gepufferten, sclnvacb allvalisclicn Reihen u. 
zw. einerseils durch Ausweilung dcr crslcn Wirluingsphase 
des Kupfers wie auch durcli Begiinsligung dcs Auflrclcns 
eincr zweiten Wirkungsphasc in den lidchslcn Kupferverdiin- 
nungen. Es handelt sich also bci zunchmender Dissozialion 
der komplexen Kupfer- und Kupferkoclisalzvcrbindungcn mil 
fallender Kochsalzkonzcntration um zunchmend additive Wir- 
kung beider Komponcnlcn, besonders in schwach alkalischcni 
Milieu: cine additive Wirkung klciner und klcinstcr Mengen 
von Kupfer- und Natriumcblorid. Dabei ist besonders zu bc- 
achlen, dass dem Kochsaizwerte n/1000000 (cnlsprcchend 
etwa 0.0585 mg/L) auch clwa die mil der Einsaal von 1/50 
ose Kultur cingebrachlc Kochsalzmcnge cnlsprichl; dass mil- 
hin von dieser Reihc an die Wirkungsvcrschicbungcn nicht 
mebr allein auf die falicnden Salzincngen, sondern auch auf 
die Elektrolyte und Colloidc (Puffer) der eingesiilen Kullur- 
menge bezogen werden mussen. wclchc die Dissozialion des 
Kupfers und ncuc Komplexbildung offenbar bcdculcnd fdr- 


Gegen Paratypbusbazillcn 
Bild. 


zeigl sich im ganzen das glcichc 
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3) Chlor und Kochsalz. 

In Versuch 76 ist die Kombination Cl, + NaCl in dcslillier- 
tern Wasser und in m/60 Phosphatpufferlosung (pj^S) unlcr- 
sucht worden, Deutlich tritt dabei cine Verstarkung der Chlor- 
wirkung durch kleine Kochsalzdosen hervor u. zw, in deslil- 
licrtem Wasser zwischen n/1000 und n/1000000 NaCl. Da- 
neben treten zweile Wirkungsphasen in Erscheinung, besondcrs 
in den Pufferreihen, in wclchen sie sich mit fallcnden Koch- 
salzmengen der ersten Phase nahcrn: Zweiphasige Wirkiing 
des Chlors in alkalischer Pufferlosung und insonderhcit der 
gepufferten Kochsalzkontrollen. 

Wenn Avir die zweiten Wirkungsphasen, ^velche in liohe- 
ren und hochsten Verdiinnungen von Gif ten und Kombinatio- 
nen von solchen auftreten, als oligodynamisch bczeichnen 
(Hailer), worauf ich bei der Erorterung der vorliegcnden 
Versuche und bei deren Ergebnissen noch zuriickzukonnnen 
habe, so ist die oligodynamische Wirkung uberall als cine 
Wirkung hoher und hochster Verdiinnungen aus ihrcn Kom- 
plexverbindungen ionisierbarer, anorganischer Oder organi- 
scher, chemischer Korper und deren Kombinationcn aufzu- 
fassen. Nach Interval! en unwrksamer Konzentrationen tre- 
ten oligodynamische Zonen (zweite, u. U. auch dritte Phase) 
auf u. zw. durch Aufhebung hemmender Komplexbildung, 
durch irreversible Fallung von Metallsalzen (z. B. CuCI(OH)), 
durch Veranderung der Plasmahaut infolgc fallcnder Wir- 
kung der Metallsalze, je nach deren Wertigkeit oder infolge 
von Quellung des Plasmas durch Wasserstoff- oder Hydroxy- 
lionen. Die Komplexbildung und die Dissoziation daraus ist 
offenbar noch in so minimalcn Konzentrationen anorgani- 
scher und organischer Stoffe moglich (0.0585 mg/1 ^aCl) 
wie sie in kleinen Bruchteilen einer ose (2 mg) Kultur (z. 
B. 1/50 Ose) oder in gekochtem, destillicrtem Wasser (Glas- 
alkalien und Erdalkalicn, ausgclaugtc Spurcn von Kicscl- 
saure, Aluminiumoxyd u. a.) u. dgh enthallcn sind. 



Vcrsvch 76. 


Kombinafion von Koclisalz unci Clilor in clcslilliorloni iiiui 

mit P]iosphafi)iiffcrn boi pH S.S gogcn Vno ()sc Sfapliylokokkcn. 
Aussaal nacli 21 Sfuiulon: 
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4) Glaswirkung, Aluminium, Kies el. 

Zu dem eben genannten, zuerst von Botanikern beobaclitc- 
ten Einfhisse der Wand von Glasgefdssen auf das Wachshim 
niederer Pflanzen, weicher dann auch von Picker (3) zwn 
Gegenstande von Versuchen an Bakterien gemacht wurdc, 
teile ich bier nur einen Versuch mit, welcher im Kupfer- 
chloiidversuch cine deutliche additive Wirkung gekochten, 
destillierten Wassers im ^^e^gIeich mit ungekochtem hervor- 
treten lasst. 

Staphylokokken und Pai’atj^pliusbazillen warden in frisch de- 
slilliertem und im gleichen, aber gekochten Wasser der Wirkung 
von Kupfer vergleichsweise ausgesetzt. Dabei treten ausgesprochen 
zweiphasige Wirkungen auf, ausser in den gepufferten, alkalisclien 
Reihen (Pj^-8) besonders in den Reihen mit gekochtem, destilliertem 
Wasser und mit ausgepragter Hemmung in den hoheren Kupfer- 
konzentrationen. Die bedeutende Verstarkung der »reinen Wirkung 
des .Kupfers« durcli gekochtes destilliertes Wasser weist auf addi- 
tive Wirkungen durch Aik a lien und Erdalkalien u. a. bin. 

Nacli Allcm, was wir fiber die Ablosung von Alkalien aiis 
Glas (5; dort auch weitere Litt.), und aus den vorliegen- 
den Versuchen fiber die Verstarkung des Kupfers durch Hy- 
droxylioneii wissen, kdnnte es sich um Alkalien wohl han- 
deln, welche die Verstarkung des Kupfers in gekochtem Was- 
ser verursachen. Aber auch Aluminium und Kiesei kommen 
in Betracht. F. Foerster herichtet fiber die Einwirkung der 
Losungen von Alkalien und Salzen auf Glas (15), dass Losun- 
gen kaustischer Alkalien viel starker als Wasser auf Glas 
wirken, indem sie alle Bestandteile des Glases, d. h. auch 
Kieselsaure, Thonerde und Kalk, auflosen u. zw. am stark- 
sten Natronlauge. Bei gewohnlicher Temperatur wirken kon- 
zentrierte Losungen schwacher als verdiinnteve auf Glas ein, 
besonders wenn letztere durch geringe Mengen Kieselsiiurc 
verunreinigt sind. Kohlensaure Alkalien greifen schon in sehr 
verdiinnten Losungen Glas sehr viel starker an als Wasser 
u. zw. das Natriumsalz starker als das Kaliumsalz. Die V h- 
kung der kohlensauren Alkalien kann gelegentlich sogar star- 
ker sein als diejenige der kaustischen. So ist eigentlich nur 
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die Frage zu klaren, ob die Ablosung von Kiescisaure, Tiion- 
erde und Kalk in ausreichender Menge durch die beim Ko- 
chen des Wassers ausgelaugten Alkalien erfolgt oder ers 
mit der Einsaat der Bakterienkultur die genannten Stoffe 
eingefiihrt werden. Eiiigehende cheiniscbe Untei^uchungen 
hieriibcr diirften ausserodentlich aufklarend sein fiir die Wir- 
kungsweise kleinster Stoffmengen. Welche Bedeutung Alumi- 
nium und Kiesel fiir die Vergiftung von Keinem haben kon- 
nen, geht aus folgendem hervor. 

Im Hinblick auf die Analj'se der Bedingungen bei der 
Wasserreinigung babe ich ein in. W. in diesein Zusaminen- 
hange kauni beachtetes Ration wegen seiner stark ehveiss- 
fallenden Wirkung untersucht, namlicli das Aluminium. 


Die Wirkungskurve des Aluminiumclilorids in destillier- 
tem TFasser und in gepufferten Losungen steigender weist 
gegen Staphylokokken wie gegen Paratj’plnisbazillen iiberall 
ztoeiphasige Wirkung auf. Deutlich ist dabei entsprecliend der 
hydrolytischen Spaltung und sauren Reaktion der Aluminium- 
salze, in den konzentrierten Losungen und auf der sauren 
Seite der Pj^ eine kraftige Wirkung festzustellen, wahrend 
die zweite Phase erst in ausserordentlichen Verdiinnungen 
auftritt und nach der alkalischen Seite orientiert ersclieint. 


Dieses enveisen aucli Versuche, welche die Komhination AlCl, 
+ NaCl bei mittleren Koclizalskonzentrationen (n/10000 bis n/lOOOOOO) 
und hdchsten Aluniiniumverdunnungen (n/10000000 bis n/100000000) 
mit breiten Wirkungszonen gegen Paratyphusbazillen davstcllcn. Es 
handelt sich sichtlich um additive Effekte A1 + Na. 


Von cntsprechendem Interesse ist aucli das Vcrhallcn von Ahi- 
minhimchlorkl and Knpferchlortd im Reihenversuch fallencler Kon- 
zentrationen beider Komponenten gegen Staphylokokken und Para- 
fyphusbazillon. In den hoheren Aluminiumkonzentrationcn macht 
sicli iiberall gegen Kupfer noch starke Hemmung goltend u. zw. 

Grenzwerten zwischen n/1000000 bis 
n/10000000 AlClj. Von da ab aber treten mehr oder weniger broite 
additive Wirkungszonen auf, welche in der Komhination mit gros- 
ser Regolmassigkeit und an ziemlich gleicher Stelle gegen beide 
vluTi-’ r c'eTi Komponenten allein sebr 

mmg trete^^° 
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_ Nach neueren noch niclit abgeschlossenen Untersucluingcn 
wirkt das reine Aluminiumoxyd (zu n/17333 in Wasser 16s- 
lich) gegen Staphylokokken absohit erst in Verdiinnungen 
von iiber n/1000000 ; und ist seine absolute Wirkung auch 
bei n/1 000000000 noch nicht erschopft. Diirch Chlorionen wird 
es weitgehend gehemmt, durch Kieselsaure in Konzentratio- 
nen von n/l 000000 bis n/l 00000000 noch verstarkt. 

Kieselsaure wirkt in schwach alkalischer Losung ahnlich 
wie AICOHig. Auch ihre Wirkung beginnt erst mit ehva 
n/1000000 und wirkt noch stark bis iiber n/l 00000000. Auch 
Kieselsaure wird durch Chlorionen stark gehemmt. Bei den 
Verdiinnungen, welche hier in Frage kommen, haben die 
Saure- oder Alkalimengen an sich fiir die bakterizide Wir- 
kung keine Bedeutung mehr. 

Diese Erkenntnis einer kombinierten Wirkung kleinstcr 
Mengen von Metallsalzen, Halogenen, Kiesel u. a. scheint mir 
fiir eine methodische Erweiterung unserer Vorstellungen vom 
Mechanismiis der Desinfektion ebenso wichtig wie fiir die 
praktischen Forderungen, welche bei einer Priifung von Des- 
infeldionsmitteln zu beriicksichtigen sind. 

Das Wesen der oligodgnamischen Wirkung ist darnach 
in zweifacher Hinsicht zu erweitern: 

1) Die Oligodynamie griindet sich auf eine Wirkung von 
Metallsalzen bzw. von Metallionen, welche unter dem Angriffe 
ini Wasser geloster Case und anderer von den Gefasswanden 
abgeloster Stoffe auf Metalle oder deren Salze in mehr oder 
weniger unlosliche Verbindungen iibergefiihrt (Komplexbil- 
dung) und welche von den Zellen besonders leicht aufgenom- 
men werden (Adsorption). Schon in ihren klassischen Phae- 
nomenen wird so die Oligodynamie durch die Losung von 
Kupfer in Verbindung mit Alkalien, Erdalkalien, Silikaten, 
Aluminaten u. a. m. — je nach der Art der benulzten De- 
stilliergefasse, Glas-, Steingut-, Steinzeug- oder gemauertm 
Behalter oder nach der Herkunft des Wassers — weiterhm 
aber in den technischen Bereichen ihres Vorkommens (Desm- 
fektion) einschl. der bakteriologischen Technik als eine Kom- 
binationswirkung im gegebenen Milieu und bei gegebener 
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hochst wirksanier chemischcr Korper, milhin als cin iiussersl 
venvickelter Prozess vorgestellt wcrdcn niiissen. Daraus ci- 

giebt sicli, das ^ ^ ^ ir i 

2) die oligodijnamische Wirkung nichl aiif Mctallc bC' 

schrcinkt ist. Audi die Halogene ^Yciscn die wcscnllidicn Mcrk- 
male der Oligodynamie auf. Diese konimcn aber aiich nodi 
vielen andercn dicmisdien Stoffcn zu Avic chva Alinniniuni 
und Kiesel, fenier organisdicii Verbiiidungcn dcr Pyridiii- iind 
Cbinolinrcilie, auf weldic idi a. a. O. iiahcr eingclic (16). 


Uit einer kurzen Betraclitung moclite icli nocli auf die quan- 
titative Seite dev WivkungsbcziolmngGii zwischen den hoi deii niit- 
geteilteii Vorsuclien angeweiuleten chomisclion Kdvpern und den 
Zellen eiiigelien, cl. li. die Gewichtsmcngcu dcr Mitlc-l wcJchc zur 
Amvendung Imvien, in Bcziclnniff zum DesinfcUlionsobjcht und dcs- 
sen Geivichtsmengen setzen. Die in den Vcvsuchcn z.uv Verwendung 
gekommeiien Baktcrieii- odor Sporenmengen von 1/10—1/100 Nor- 
maldse betragen einscbliesslicli der unvcrmoidlich anliaftenden Nalir- 
bodensubstanzen vorwiegend organischcr Natur etwa 0.2—0.02 mg 
feuchter bziv. 0.02 — 0.002 mg trockoncr Subslanz in jedom Ycrsudis- 
rohrehen zu 2 cm^ wiisserigeii Losungsmittels. Einor 1/10 Nonna lose 
wiirde dabei ein Koclisalzgehalt entsprcchou, wclcbcr dcr Versuclis- 
losung 0.0012 mg NaCl zufulirt, was einer Konzontralion von O.G 
iYjg/1 Oder n/1 00000 NaCI entspricht. Von wclcbcr Bedcutung das fiir 
die Oligodynamie sein kann, babe icli obcii mclirfach dargclcgt 
(siehe bes. Versuch 74!). Diesen Gcwiclitsmengen eines Gemengo.s 
von Suspensions- und Emulsioiiskolloiden in wasseriger Salzlosung 
entsprechen nun an Mittelwerton in Wirksamkeit tretender Sub- 


stanzen; (siehe Tabelle auf S. 128). 

Diese Reaktion kann aber bci woitem niclit als quantilalivo, 
piimar stochiometrische Umsotzung der liier gvob nioclollniassig 
Yorausgesetzten unci bcrechneten Mcngcn verstanden worden. Vicl- 
mehr tveten die gedaebten chemischen Koi*pcr zunaebst mil dcr 
Piasmaliaut d. li. vorerst nur der Grenzscbiclit der Keimc in Ver- 
bindung, wodurch sich die quantitativen Vcrhaltnissc aussorordent- 
ich zugunsten dor an die Keime horangebrachten Stoffc iinclern 
welche m clem verwickelten biologischen Milieu dcr Grenzflaclieii 
quellend Oder entquellend und lallend wirken und damit, sich sell, si 
Oder andern lonen Zutritt offnen odor wohren konnen. Es eruhripf 
icl, luer uber den Hinweis auf diese qualitativen und quantitltivcn 

sebet Wechsclbezichungcn zwi- 

zSen Chemischen und biologischen Korporn cin- 
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Stoffart: 


Konzen- 

tration 


mg/I 


Absolute Mctigen: 
mg/2 cm3; 


Bakterientrockensubstanz 
Darin cnth. 

10-1 

0.02-0.002 (gDScbatzt) 

Kochsalz 

n/ 100000 — 

1/1000000 

0.5-0.06 

0.0012—0.00012 

NaCi 

n /10000 

5.85 - 

0.0117 

CuCl, 

n /1000000 

0.067 (0.032 Cu) 

0.000134 

AggSO, 

n /10000000 

0.016 (0.011 Ag) 

0.000032 

AICI3 

n /1000000000 

0.0000415 

0.000000089 

SiO^ 

n/lOOOOOOO 

(0.000009 Al) 
0.0015 (0.0007) 

0.0000014 

^2 

n/100000 

1.27 

0.00254 

Cl, 

n/100000 

0.355 

0.00071 

» 

n/10000000 

0.003 

0.000007 

Phosphate 

ni/60 2500. 

!>. 


Aus den initgeteilten Versuchen und den daraus gezogenen 
Schliissen ergibt sich aber auch, dass von einer reinen Wir- 
kung von Desinfeldionsmitteln in Wasser im strengen Sinnc 
nicht gesprochen xverden kann; denn die mil; den Teslkeimcn 
und den Nahrbodenresten in den Versucli eingefiihrten orga- 
nischen und anorganischen Stoffe bielen an sich schon einc 
Fulle von Fehlerquellen, welche mit Riicksicht auf die prak- 
tischen Gegebenheiten eines in Frage stehenden Wirkungs- 
milieus zu wurdigen gerade Aufgabe. einer Desinfektionsmittel- 
priifung ist. So konnen Komplex- und Selbstkomplexbildung 
im Vcrsuche iiber die reine Wirkung vdllige Wirkungslosig- 
keit vortauschen, wahrend im gegebenen Milieu alle Voraus- 
setzungen zu absoluter Wirkung vorhanden sein und durch 
genauere Analyse der Wirkungsbedingungen wohl vorhcr auF 
gekliirt werden konnen. 


Es darf in diesem Zusammenliange vielleicht auch auf biologi- 
sclie Abivehrpliaenomene hingewiesen werden, welche offenbar auf 
verwandfen Mechanismen beruhen. Bcsondcrs in cytoly tischen und 
bakteriziden Glasversuchen treten phasenliafte Verlaufe mit wieder- 
holten Wirkungszonen u. zw. noch in ausserordentb'ch Iiolien Ver- 
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diinnungon wirksamer Sera zutagc. Auch hior Irolon paracloxc Phac- 
nomene in Erschcinung, wcnn 7.. B. Eei Vcrmindcrung dor Kom- 
plementmenge unter sonst gloiclien VcrhaUnisscn cine machlige 
Sleigcumg dcr Baldcrizidic cintritt. Es durfte nach mcinen Ver- 
suchen kaum ein Zwcifcl bestclien, dass auch hier die Sc rmnsalze 
ttnd -puffer nehen dcr physiologischcn KochsalzWsuvg cine cnlschci- 
dende Wirkung cnlfalten. Dass Nculralsalzc u. zw. noch in sohr 
geringen Konzentrationen, Halogcnc, Sclnvennetalle, Aluminium, 
Kiesel, organischc Korper und doron Komhinalioncn das Wirkungs- 
phaenonien dcr jMehrphasigkeit darhicten, weist nicht nur auf die 
Bedcutung der kleinen und klcinsien isrongen rcagicrondor Korper 
im Bereichc der Zollvergiftung, sondorn auch darauf hin, welchc 
Bedeutung die Elektrolyle iin pliysiologisclicn und im iiathologiscli 
veriinderten (sensibilisierten) Milieu fiir die Abwchr von Iiifektcn 
und Gifton haben. 


Ergebnisse. 


1) Die Metallc Kupfer und Silber zeigen in den gcpriiflcn 
Salzen zweipliasigc Wirkung. 

2) Die gepriiflen Halogcnc Jod und Chlor vveisen eben- 
falls baufig zvveiphasige Wirkung auf. 

3) Die Kombinalion dcr iMetallc Kupfer und Silber mil 
den Halogenen Jod und Clilor biclel diese zweiphasige Wir- 
kung mil grosser Regelmiissigkeil dar. Die engc zvvcilc Phase 
wird dabei durch geringe Abnabme dcr (II •) miiclilig ver- 
breitert. 


4) Kochsalz in fallender Konzcnlralion verslarkl addiliv 
die Melalle Kupfer und Silber, auch bci Gcgcnwarl von Halo- 
genen u. zw. besonders bei abnehmender (H-). 

5) Entsprechende iModellversuclic in deslillicrlcm Wasscr 
und in Rohwasser und Filtralen aus dem Miilarsee und iibn- 
ichen lassen annehmen, dar-s Cblorung und Chlorkupfcrung 
(-Si berung) mi Effekte xvcsenllich von dcr Mengc des Clilu- 
ndchlor und von zwei- und mehrwcrligen Mclallsalzcn (Al) 
wci er von der Wasscrstoffionenkonzcnlralion abbiingig sind' 

sZTTT AluminiuLrnorid 

Abnabme der (H-) wirken im iModcllvcrsuch versPir 

Kombinalion. ‘ 


9 
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6) Dabei weisen die Testobjekte spezifische Empfindlich- 
keit auf : Slaphylokokken sind gegen die Kombination Chlor + 
Kochsalz bzw. Chlor + Kochsalz + Kupfer, weiterhin gegen 
Aluminium bedeutend empfindlicher als Paratyphusbazillen, 
letztere dagegen empfindlicher gegen die Kombination Kupfcr- 
chlorid + Aluminiumchlorid als die ersteren. Subtilissporen 
Sind relativ wenig empfindlich gegen Kupferzusatz bei Chlo- 
rang,' wohl aber gegen destilliertes Wasser. Diese Wirkiing 
ist wahrscheinlich als Neutralsalz-Alkali-Wirkung aufzufas- 


sen. 


7) Eine genauere Priifung der antagonistischen Wirkung 
von Kupferchlorid und Chlor (Silbersulfat und Chlor), ins- 
besondere aber von Kupferchlorid und Kochsalz bestatigt die- 
sen Antagonismus. Dariiber hinaus aber zeigen sich in Rei- 
henversuchen phasenhafte, synergistische Effekte, ivelche als 
additive Wirkungen gedeutet werden miissen, und in welchen 
neben den genannten chemischen Korpern bzw. deren Disso- 
ziationsprodukten offenbar mit der Einsaat eingebrachte Elek- 
trolyte und Kolloide durch ihre Salz- und Pufferwirkung, be- 
sonders in der zweiten Wirkungsphase der Komponenten, 
sich geltend machen. 

8) Ahnliche, wenn auch weniger markante Effekte weist 
auch die Kombination Chlor + Kochsalz auf. Dieselben sind 
als oligodynamische Effekte anzusehen und haben additiven 
Charakter. 

9) Wesentliche Wirkungsmomente sind bei den hochsten 
eben noch wirksamen Verdiinnungen von Desinfektionsmit- 
tcln an chemische Korper gekniipft, welche mit den Test- 
objekten aus den Kulturmedien in den »reinen« Versuch in 
destilliertem Wasser eingefiihrt werden. Es handelt sich da- 
bei um Elektrolyte und Kolloide, welche auf die Dissoziation 
komplexer Verbindungen und auf neue Komplexbildung der 
Komponenten und damit auf deren Wirkung von ausschlag- 
gebendem Einflusse sein miissen. 

10) Die Bedeutung des Glases und ahnlicher keramischcr 
Stoffe fiir die Komplexbildung und die Dissoziation wirksamer 
lonen ist insbesondere fur die zwei- und mehrwertigen U B. 
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fiir die Wasserdesinfcktion) in Frage kommcndcn chcmischcn 
Korper, vor allem die Metalle (z. B. Aluminium), aufzukla- 
ren und weiterhin als Fehlerquelle »reiner« Versuclie abzu- 
grenzen. 

11) Aluniiniumchlorid isl in konzcntricrlcr Losung, cnl- 
sprechend dem sclnvach basischen Charaklcr dcs Al, bci sau- 
rer Reaktion begrenzt %Yirksam, entfaltet dagcgen in hdchslcn 
Verdiinnungen bei schwach alkalischer Reaktion (und cnl- 
sprechend 0.000—0.00009 mg/1) nocli eine zweite, oligodyna- 
mische Wirkungsphase, welche durch Kochsalz odcr Kupfcr- 
chlorid, besonders bei schwach alkalischer Reaktion (Pn-S), 
additiv niachtig verstiirkt wird. 

12) Die oligodijncimischc Wirkimg griindct sich auf die 
Kombinaiion an sich ofi kaiim Oder gar niebi melir wirk~ 
samer Konrponenten bei giinstiger Wasserstoffionenkonzentra- 
tion, wobei das »\virksame« Mittel nicht wichtiger ist als 
»indifferente« Neutralsalze Oder deren loncn (Komplc.xbil- 
dung) Oder die (H*) als Regulator der Dissozialion komplexer 
Verbindungen bzw. in ihrem Einflusse auf den Quellung.s- 
zustand der Plasmahaut des Testobjekls oder schliesslich das 
Testobjekt selbst in seiner biologischcn Konstitution und Con- 
dition. Neben den Metallen sind Neutralsalze, Halogene, Sili- 
ciiim und zahlreiche andere cheniische Korper, besonders dcr 
organiseben Reihe, analog wirksam. 

13) Die oligodj-naniische Reaktion und biologischc Ah- 
Yvehrmechanismen sind in ihrem Chemismus nahe verwandtc 
Prozesse. 


Es ist mir eine angenehmc Pflicht , alien Herren, de- 
ren Unterstiitzung ich bei meiner Arbeit habc erfahren 
diirfen, bier fiir ihre Freundlichkeit zu clanken: vor Allen 
Professor C. Naeslund, dessen unverandertom Wohhvollen ich 
die Arbeitsmoglichkeit ini Institute verdanke, Docent G. Nord- 
gren fiir sein stetes Entgegenkommen, Docent G Olin vom 
Staatlichen Seruminstitut fiir Dberlassung von Kulturmatcrial 
Ingemeiir Westberg und Kandidat Tvillstrom vom Stockhol- 
mer asserwerk und Herrn Nylander im Sportpalast fiir Dber- 
lassung von Wasserproben und Analysen. 


9 * 
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riTiTj'frr-p^rrXT^lNSTlTUT POU ALLGEME!^^ 7^/^“ 

'^^rumoGiE vV^^mn diologisciibn AnrEiiAmi von 

LOVENS CHEMISCHEB FADlllKy KOPENIIAGhi j. 


TUBERKULOSEPROPHYLAXE UND -THElUyiE 
m EXPERIMENTELLER BELEUCHTUNG 


MlTl'EILUNG I. 


Von K. A. Jensen und Ingcr Kia'r. 

(Vorgetragen von K. A. Jensen in dcr IMcd. Gosellsdiafl. am o.o.lOil’). 

(Eingegangen bei dcr Redaktion am 30. September 1052). 


Wenn Avir lieutc abend iiber sowobl Propbylaxc als aiicb 
Therapie der Tuberkulosc sprechen und iin.s nichl luir mil 
einem dieser beiden Problcmc begniigen AVoUen, so licgl das 
daran, dass dcr enge Zusammenhang dieser Fragen einem 
sehr schnell klar Avird, sobald man auf cx]icrimcnlcllcm Wege 
zu erforschen A'ersucht, ob z. B. cine Impfung odor cine Bc- 
handiungsmethodc giinslig auf den Vcrlanf dcr Tubcrktilosc 
cinAvirkt. Dalier komml cs auch in erslcr Linic darauf an, 
dass man die biologisclien Hauplgesclzc, Avclcbc fiir die 1'u- 
berkuloseenhvicklung geltcn, soAA'ie die zahlrcichcn vcrscliic- 
denen ihren Vcrlanf bccinflusscndcn Fakloren kennl. 

Die Untersuchungen, die zucrsl hicr bchandcll Averden sol- 
len, geben daher auch darauf aus, den Vcrlanf dcr experimen- 
tellen Tuberkulosc bei leils nichl-allcrgischcn,* ) Icils allcr- 
gischen MeerschAYcinchcn zu bclcuchlcn. 


•) In dieser Arbeit Avird v. rirqueCs Definition des Begriffca Al- 
lergic angewandt. Untcr Allergic versteht man dnnaeh «cinc ver- 
anderte Reaktionsfahigkcit«, Avelche Bcv.cichnung dcsbalb .soAvnbl 
die Cberempfindlichkcit als auch die \ibrigcn Immunitiilsfaktoron 
umfasst. Viele Autoren baben andcrc untcrcinander niebtubei-cin- 
stimmende Definitionen angcAvandt, Avodurcb oinige Verwirrung ont- 
standen ist. Im tibrigen kann auf cine frubero mebr ausfubrlicbc 

Respreebung dieser Vorbiiltnisse A'erAA’ieson Averden ^1-1 
A«1 path. Vol. XX. I. y 


10 
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In den meisten Arbeiten uber die experimentelle TiiIipvi,-ii 1 ac i 
to Ein«„s,, SI. A„e.g,. vStsS , 

Phanomen ang.tm.rl, welches d.„.r hesprochen CZ 

mag. Wenn man nicht-allergische Meerschweinchen mit z. B. ]/l 00 
mg eines mittelvirulenten Tuberkelbazillenstammes subkutan infi- 
ziert, wird in ca. den ersten 8 Tagen nichts an der Impfstelle zu 
selien sein. Danacli biidet sich ein Heines Knotchen, das sclmcli an 
Grosse zunimmt. Es entsteht ein Abszess, welcher perforicrt und 
ein Geschwur hinterlasst, das oft bis zum Tode des Tieres an ge- 
neralisierter Tuberkniose bestehenbleibt. Ungefahr gleicbzeitig mit 
dem Entstelien des lokalen Prozesses beginnt die regionare Lymph- 
di use an Grosse zuzunehmen, und sie wird bald so gross wic ein 
Nusskern Oder eine Nuss. 


Fails man den gleichen Versucli bei einem Meerschweinchen an- 
stellt, das infolge einer fruheren Impfung Oder einer tuberkulosen 
Infektion allergisch geworden ist, kann man ein ganz andcres Bild 
beobacliten. Bereits 12—24 Stunden nach der subkutanen Einsprit- 
zung entsteht lokal eine kraftige Entziindung mit Oedem und Hy- 
peramie. Je nach der Intensitat der Allei’gie, der Grosse der Ba- 
zillendosis und der Virulenz der Bakterien kann sich der lokale 
Pi'ozess in verschiedener Weise entwickeln. Bei einer grossen In- 
fektionsdosis und starker Allergie kann es zu Nekrose kommen 
(Koch's Phanomen). Bei einer kleineren Infektionsdosis kann die 
augenblickliche Entziindungsreaktion so minimal sein, dass sie sich 
nicht makroskopisch wahrnehmen lasst; erst nach Verlauf einiger 
Tage zeigt sich ein kleines Knotchen, welches nach einer gewissen 
Zeit wieder verschwinden kann. Die regionare Lymphdriise wurdo 
in Koch's klassischem Versuch nicht vergrossert; doch wird in der 
Regel die Infektion sich auch hierhin ausbreiten, wenn aucli be- 
trachtlich langsamer als bei dem Kontrolltiere. Das besagt, dass die 
Tuberkelbazillen bei dem allergischen Tier erheblich langer lokal 
fixiert werden als bei dem nicht-allergischen. Das gleiche gilt auch 
fur die hiimatogene Ausstreuung. 

Nun muss freilich zugegeben werden, dass die subkutanc Form 
der Infektion, bei der man in ein begrenztes Gebiet eine recht grosse 
Menge Tuberkelbazillen einfiihrt, erheblich von der natiirlichen In- 
fektion abweicht, bei welcher das Individuum nur eine einzige oder 
ganz wenige Tuberkelbazillen einatmet. Fur eine gi-dbere Orien- 
tierung sind solche Versuche ausreichend; dagegen nicht, wenn man 
genauere Aufschliisse iiber den Verlauf der Tuberkulose haben und 
den Einfluss der verschiedenen Faktoren untersuchen will. 

Bei der Ausfiihrung derartiger Versuche haben wir eine andorc 
Versuchstechnik gewahlt, die darin besteht, dass wir das Vcrsuchs- 
tier eine so fein verspruhte Suspension von Tuberkelbazillen einatmcn 
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lassen, dass jedes Tropfchen nur eine einzige Oder liochstens ein- 
feLe Bazillen enthalt. Diese feinen Tropfclien vermbgen ganz tief 
bis in die Alveolen hineinzudringen, und wir wissen dann, dass 
icder einzige Prozess, der entstelit, ebensowie bei der natur iclien 
Infektion, von einer einzigen oder ganz vereinzelten Tuberkelbazil- 

len ausgelit. . . 

Die infizierten Tiei’e werden mit verscbieden langen Zwiscben- 
mumen getotet und die makroskopisch sichtbaren Prozesse beob- 
achtet. Ausserdem wird eine bistologische Untersucliung der Lun- 
gen und Broncbialdriisen an sowobl mit Zellenfarbung als aucli mit 
Tuberkelbazillenfarbung beliandelten Praparaten vorgenommen, um 
hierdurch zu einer genaueren Kenntnis der Wecbsehvirkung ZAvi- 
schen dem Organismus und den Tuberkelbazillen zu kommen. 

Die genauere Teclinik ist in friilieren Arbeiten, auf die liier ver- 
wiesen sei, besclirieben worden.^)*^) 

Scbliesslicb wird eine quantitative Aussaat aus Lungen und Milz 
vorgenommen, um Klarheit uber den Gelialt dieser Organe an 
wachstumsfabigen Tuberkelbazillen zu erlialten. 

Diese Aussaat geht in folgender Weise vor sich: 

Die eine Halfte der Lungen wird griindlich feinzerteilt, und eine 
bestimmte Gewichtsmenge dieses Lungenbreies wird mit 4 % NaOH 
% Stunde lang bomogenisiert. Nacb kraftigem Zentrifugieren wird 
der Bodensatz mit einem oder zwei Tropfen 8 %iger HCl neutrali- 
siert und sorgfaltig in 1 ccm Salzldsung aufgeschwemmt, 4 Lowen- 
steinglaser^) werden mit je 0,1 ccm beimpft. Die Glaser werden so 
gcstellt, dass die Nalirbo denob erf la die wagrecht stebt, bis die aus- 
gesate Flussigkeit eingetrocknet ist. Darauf wird der Pfropfen mit 
Paraffin dicht verscblossen, und die Glaser kommen bis zu 2 jMo- 
rate in den Brutsebrank. Die Zaiil der Koionien udrd bestimmt 
und die Mittelzabl des Wacbstums fiir die 4 Glaser berechnet. Diese 
Zahl ist in den Tabellen angefubrt. Ausserdem wird dev Bodensatz 
wie 1 + 9 (0,5 ccm Aufschwemmung in pbysiologisclier Salzlosung 
+ 4 5 ccm Salzlosung) verdiinnt und liim-von 4 Glaser mit je 0,1 ccm 
m der gleiclien Weise beimpft. Je nach der Entwicklung der Tu- 
berkulose smd folgende Verdiinnungen zuboreitet worden; unver- 

ca. 100 Kolomen pr. Glas vorlianden sind, kommt es zu einem zu- 
^“ 1 !'“ Bestimmung ihrer Anzahl 

solcher^f;/ f Wstologischen Beobachtungen bei einem 
solchen Inhalatmnsversuche rein schematisch Aviedergegeben 

zilleT'^^ / !)• Die einzelnen eingeatmeten Tuberkelba- 

^verden von grossen Makrophagen aufgenommen. Nach 
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einer Latenzzeit, die von der Virulenz der Bakterien abhangig 
ist, beginnen sie sich zu teilen. So kann man z. B. bei dem 
3 Tage nach der Infektion sezierten Tiere einen Makrophagen 
finden, der ohne jegliche Entziindungsreaktion 2 — 3 Tuberkel- 
Bazillen enthalt. S. Fig. 1 — die kleine Zeichnung links zeigt 
das Lungengevvebe bei schwacher Vergrosserung, wahrend die 
grosse Zeichnung einen kleinen Ausschnitt dieses Lungenge- 
webes mit der Immersionslinse gesehen vviedergibt. Wenn 9 
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Tage vergangen sind, wird man nocli immer keine Entziin- 
dungsreaktion wahrnehmen konnen, wahrend die Tuberkel- 
bazillen sich vom 3. bis 9. Tage in einem solclien Grade ver- 
mehrt haben, dass sich innerhalb der Zelle unzalilige von 
ihnen vorfinden. 

Tabellc i. 


Lunge 


Bcliandlung unv. Vio Vioo 


Kontrolle oo 32 


Viooo } Vjotooo I unv. 



0 3,8 

0 0 0 



I Kontrolle 
BCG 

Kontrolle 

BCG 

Kontrolle 

Kontrolle 

BCG 

BCG 


oo ca.lOO 8.3 

5 0,3 0 

oo 82 7,3 

0 1,5 0 

00 35 4 

55 7 1 

1 0 0 

3 0,3 0 1 


oo ca.lOO 8 

0 0 0 

oo 55 5,7 

0 0 0 


ivuiiii uue oo 1 n- 

r . „ -I 0,0 oo 25 4 

» '“"Mie 7 1 0 10 J 0 

BCG 3 Q 3 Q 0 o’^ 0 ^ 

^ngetreten. Um den tuberkel- 
ist. sodass dfe Zelle nekrotisiert 

bazillen freigelassen hat 1 - die Tuberkel- 

tivenEntzundungmitnl ^^^uda- 

Die entstandene ZellreaktiZ^rt 

sen niononuklearen Zellen 7 ^ iiauptsachlich aiis gros- 
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aufgenommen, sodass einige von diesen unzahlige, andere recht 
wenige Bazillen enthalten. 


Es ist also das geschehen, dass die Allergie eingetreten ist 
und infolge der grossen Menge von Tuberkelbazillen entsteht 
ein Koch’sches Phanomen, so wie man es wahrnimmt, wenn 
man ine grosse Bazillenmenge in ein im voraus allergisches 
Tier einspritzt, — d. h. eine kraftige exsudative Entziindung, 
Neigung zur Abszessbildung und Nekrose. Diese kraftige Re- 
aktion ruhrt davon her, dass der Organismus gegenuber den 
Giftstoffen des Tuberkelbazillus iiberempfindlich geworden ist. 
Gleichzeitig geht eine kraftige Zerstorung der Tuberkelbazil- 
len vor sich, ihre Vermehrung lasst nach und hort schliess- 
lich so gut wie ganzlich auf. 

Wir sehen nun auch, dass die Prozesse sich mit rasender 
Fahrt entwickeln. S. die Figur. Vom 14. bis zum 24. Tage ist 
ein grosser Knoten mit zentraler Abszessbildung, umgeben von 
epitheloiden Zellen und einer Anzahl Leukozyten, entstanden. 
Innen in dem Abszess sieht man ausgesprochene Nekrose, 
und wir finden dort zahlreiche Tuberkelbazillen, welche bier 
ausserhalb des reaktionsfahigen Lungengewebes gelagert sind 
und sich daher fortgesetzt vermehren konnen. Ausserhalb des 
Abszesses, in der epitheloiden Zellschicht, kann man wahr- 
nehmen, dass die Tuberkelbazillen verstreut und einzeln intra- 
zellular liegen, sonde dass die Vermehrung fast ganz aufgc- 


hdrt hat. 

Im Experiment, in dem man, urn die einzelnen Tuberkel- 
hazillen am 3. Tage finden zu konnen, die Tiere zahlreiche 
Tuberkelbazillen einatmen lassen muss, bilden die Bronchial- 
drusen ein Spiegelbild der Vorgange in der Lunge. Die Tu- 
berkelbazillen gelangen recht schnell nach der Inhalation auf 
dem Lymphwege zu den Bronchialdriisen. Die Allergie ist zu 
diesem Zeitpunkte noch nicht eingetreten, und sie konnen sich 
deshalb in derselben Weise wie in der Lunge vermehren. Zu- 
gleich mit dem Eintreten der Allergie kommt es zu der hama- 
togenen Ausstreuung. Da der Organismus jetzt allergisch ge- 
worden ist, verhalten sich die dadurch entstandenen sekun- 
daren Prozesse ungefahr wie die Infektion bei einem geimpl- 
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ten Tiere d. h. es kommt zu keiner ncnnenswerten Vermeli- 
rung der’ Tuberkelbazillen, und es Irilt augenblicklich eine 
kniftige Entziindungsreaktion ohne grossere Neigung zur Ab- 
szessbildung oder Nekrose auf. 


Der weitere Verlauf der Tuberkiilose. 


Es kann enlweder eine akute miliare Tubcrkulosc enl- 
stehen, wenn der Tuberkelbazillus besonders virulent gewesen 
ist, Oder eine cbroniscbe Lungentuberkulose. Die letzlcrc kann 
sich in zwei Formen aussern: 

1) In reaktionsfahigem Lungengcwcbe haben die Tubcrkel- 
bazillen, wie erwahnt, keine nennenswerlen Vermelirungs- 
indglichkeiten, woliingegen sie sich in Alveolen, Broncliien, 
Abszessen und Kavernen, d. h. Stellen init einer weniger aus- 
gcsprochenen Abwehrreaklion des Organismus, auch wciler- 
hin vermehren kdnnen. An diesen Stellen finden sich daher 
zahlreiche Tuberkelbazillen. Wir ^Yissen das von der Mcn- 
schentuberkulose. Im Auswurf gibt es Unmengen von Tubcr- 
kelbazillen, wahrend man in Lungenschnitten ausserhalb von 
Kavernen und Broncliien nur ganz vcreinzelle findet. Die gros- 
sen Klumpen von Tuberkelbazillen in Kavernen und Alveolen 
kdnnen durch Hustenstdsse in benachbarle gesunde Alveolen 
aspiriert werden. Hier haben wr also ■\vicderum eine grosse 
Bazillendosis, die auf Lungengewebe trifft, welches gegen die 
Giflstoffe des Tuberkelbazillus iiberempfindlich ist. Als Folge 
davon kommt es zu einer neuen Gewebsschiidigung, cventucll 
einer Nekrose wie bei Koch’s Phanomen und damit der Mdg- 
lichkeit neuer Kavernenbildung. 

Die Ausbreitung geschieht also sozusagen vermitlelst einer 
endogenen Inhalation. 


2) Man kann oft beobachten, dass dort, wo es zu keiner 
1 ekrose gekommen ist, die vereinzelten und verstreut licaen- 
en Tuberkelbazillen bewirken, dass die cine Schicht epi- 

einV' r ^i^det sich 

c romsche produktive Tuberkiilose mit Neigung zu fi- 
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broser Umbildung, wobei die Ausbreitung liauptsachlich inler- 
stitiell vor sich geht. 

In ihrem weiteren Verlauf kann die chronische Lungen- 
luberkulose entweder ausheilen oder progrediieren, sodass das 
Tier an seiner Infektion eingeht. In letzterem Fallc beobachtel 
man, dass die Tuberkelbazillen sich von neuem intrazelluliir 
zu vemehren beginnen wie zu Anfang der Tuberkulose, be- 
vor die Allergic eintritt. Die Zellreaktion nimmt ab, und die 
Infektion geht in die kachektische Phase iiber. 

Biologisch konnen wir mit 3 Phasen in der Tuberkiilosc- 
entwicklung rechnen: 

1) Der prdallergischen Phase (Wachstum der T. B. intra- 
zellular, ohne Entziindungsreaktion). 2) Der allergischen 
Phase mit Bberempfindlichkeit und Immunitat von steigehder 
Intensitat (kriiftige Hemmung des Bakterienwachstums in re- 
aktionsfahigem Lungengewebe) . 3) Der kacheJdischen Phase. 

Auf dem Dbergang zwischen der praallergischen und der 
allergischen Phase gibt es viele Tuberkelbazillen und cine 
grosse Giftmenge. Daher entstehen akute exsudative Verande- 
rungen, eventuell Nekrose, lymphogene und hiimatogene Aus- 
streuung. Spaterhin, nach der akuten Totung der Bakterien, 
sind nur wenige Tuberkelbazillen (kleine Giftdosis) vorhan- 
den, und wir gleiten daher nach und nach in die mehr chro- 
nische produktive Form iiber. Dieser Obergang zwischen der 
praallergischen und allergischen Phase erinnert an Ranke’s 
sekundare Phase mit Gberempfindlichkeit ohne Immunitiil 
(die Tuberkulose benutzt alle Wege zu ihrer Ausbreitung). 

Existiert denn eine solche Periode mit Oberempfindlich- 
keit ohne Immunitat, eine sogenannte negative Phase? Unsere 
Beobachtungen, iiber die weiter unten ausfiihrlich berichtel 
w'erden wird, zeigen, dass sie nicht vorkommt. 

Die Hauptursache der akuten exsudativen Entziindung 
zu Beginn der Tuberkulose ist die grosse Bakterienmcnge. 
Wir finden deshalb auch, dass die Einbringung einer 
grossen Bakterienmcnge in ein Tier mit einer seit lan- 
gem bestehenden, chronischen Tuberkulose eine akute ex- 
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sudative Entziindung in der Form von Koch's Phiinomen bc- 
wirkt, und niclit etwa eine dironiscbc proliferative Entzun- 

Wir haben nun in den Hauptziigcn gesehen, ^Vlc sich die 
Tuberkulose bei cinem nicht-allergischcn Mcerschwcinclicn 
entwickelt, wie die Allergic entstelil, nnd Avclchc Wirkung 
dieselbe hat. 

Um dariiber Klarheit zu bekominen, welche Bedculung die 
Immunitat bat, ^Yenn sie von Anfang an zur Stcllc ist, baben 
wir eine Anzalil Meerscbweinchcn mit Calinellcvakzinc ge- 
iinpft; dann wnrden dicsclben, wenn sie eine kriiftige positive 
Tuberkulinreaktion bekommen batten, zusammen mit eincr 
entspreebenden Anzabl von niebt-geimpften Mcerschwcinchcn 
durch Inhalation in der vorlicr besproebenen Art infiziert. iMit 
versebiedenen Zeitabstanden wnrden die Tiere gcldtct nnd anf 
die bescliriebenc Weise untersnebt. Das Ergebnis der liistolo- 
gischen Untersnehung ist in Fig. 1 skizzierl. 

Der Hauptnnterscbied zwiseben dcr Entwicklnng der Tu- 
berkulose bei dem allergiscben und dem nicbt-allergiscbcn 
Meerscbweinchen bestebt darin, dass die Allergic bei dem 
ersteren sebon wirkt, wiibrend nocli nur ein cinziger Tuber- 
kelbazillus vorbanden ist. Dabcr entsteht bereits am 1. Tagc 
eine Entziindung; aber auf Grund dcr geringen Toxinmengc 
koinmt es zu keinem Abszess und keiner Nekrose und die 
Entziindung gelit scbnell in die chronische produklive Form 
iiber, Es gibt auch keine nennenswerte Vermebrung dcr Tu- 
berkelbazillen. Die lymphogene und hamatogene Ausstreuung 
tritt spat ein, ist von geringem Grade und ganz kurzer Dauer. 
Im Gegensatze hierzu tritt die Allergic bei den nicht-geimpften 
Meersebweineben zu einem so spiiten Zeitpunktc auf und die 
eingeatmeten Tuberkelbazillen haben sich zu eincr grossen 
Menge mit den bereits friiher gescbildcrlen Folgen vcrmchrl 
(Fig. 1 u. Tabelle 1). 

Zur Ergiinzung der schematischen' Wiedergabe in Fig. 1 
a en wir m Fig. 2 einige Mikropbotographicn eincr solchcn 
Untersuchungsreihe abgebildet, die die Entwicklung der Pro- 
zesse zeigen. Im iibrigen sei auf die bereits vorher erwahnten 
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Ausserdem isl In Tabelle I das Ergebnis der qaanlitallv™ 
ussaat aus Lungen und Milz wiedergegeben, welches einen 
auffallenden Unterschied in der Zahl der Tuberkelbazillen 
bei den geimpften und nicht-geimpften Meerschweinchen 
zeigt. Das gilt nicht nur von den primaren Lungenprozessen, 
sondern auch, und dies in besonders hohem Grade, von den 
sekundaren, woraus sich ergibt, dass die hamatogene Aus- 
streuung nur ganz gering und von kurzer Dauer ist. 


Dieser Versuch, der nur ein einziger von den vielen ange- 
stellten Versuchen ist, welche alle ahnliche Resultate gege- 
ben haben, zeigt mit aller Deutlichkeit die Bedeutung der Im- 
munitat. Wenn sich im Experiment eine so auffallende Wir- 
kung wahrnehmen lasst, ist kaum ein Zweifel daran mog- 
lich, dass auch die Impfung beim Menschen eine Wirkung 
haben muss. 

Es gilt sicber bier das gleiche wie bei der Anwendung 
von Dipbtberieserum, bei dem ja aucb stark bezweifelt wurdc, 
ob es iiberbaupt wirke. Das riibrt davon her, dass die Be- 
handlung mit Diphtherieserum oft zu spat im Verlaufe der 
Erkrankung vorgenommen worden ist, und nicht etwa davon, 
dass dieses Serum, welches im Experiment eine so auffallende 
Wirkung zeigt, bei der menschlichen Diphtheric wirkungslos 
ist. Die Skepsis, die viele gegeniiber der Cafmettevakzinalion 
begen, beruht sicherlich auch darauf, dass die Impfung nicht 
rationell durchgefiihrt worden ist. 

Urn erwarten zu konnen, dass eine Immunitat entstanden 
ist, muss man verlangen, dass alle Geimpften eine positive 
Tuberkulinreaktion infolge der Vakzination aufweisen. Das 
ist mit aller Deutlichkeit von Heimbeck^) gezeigt worden, wel- 
cher 10 Tuberkulin-negative Lehrschwestern erwahnt, die sub- 
kutan mit 0,03 mg BCG geimpft wurden. Da die BCG-Kultur 
langsam gewachsen war, musste man sie 45 Tage im Brut- 
schrank stehen lassen, um eine ausreichende Kultur zur Zu- 
bereitung des Impfstoffes zu erhalten. Bei keiner der 10 Lehr- 
schwestern entwickelte sich eine positive Pirquet’ Reaktion 
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infolge der Vakzinatioii, imd bei 5 von ihnen entsland spater 

pine Tl.ll)0I'^^uloS0« , , 

Was die Tuberkiiloseprophylaxc anbetrifft, so isl kaum 
ein Zweifel daran moglich, dass eiiie Vakzinalion besonders 
in diesen Zeiten, in denen eine Verminderung der nalurlichen 
Resislenz zu erwarten ist, von grosser BedeuUing werden 


Bezuglich der Therapie mochten wir noch cinmal erwali- 
nen, dass die Tuberkelbazillen, sobald sie sich ausserhalb des 
reaktionsfahigen Gewebes des Organismus vorfinden, die Be- 
dingimgen haben, nm sich vermehren imd durch einc endo- 
gene Inhalation bei Hustenstossen iiber standig grosserc und 
grossere Lungenpartien ausbreiten zu konnen. Es isl iiiclil 
schwor zu vorstohen, von welchcr Bed 011 lung Holilraiimc, Avic 
2 . B. Kavernen, fiir die Erlialtung und Wcilerenhvickhmg der 
Lungentuberkulose scin konnen, und Avelche giinsligc Wir- 
kung ein Pneumothorax oder cine Satigdranagc haben kann. 


Wenn wir nun zur Besprecliung der Cheniollicrapic iiber- 
gehen, wird sich wieder ein Beispicl dafiir crgcl)cn, wie die 
Tuberkuloseimniunitat das Behandlungsrcsultal bceinflussl. 

Nach ElirUcli versteht man untcr Cliemotherapic die Bolmndlung 
von Infektionskrankheiten mil chemischen Stoffen, wolche, ohno dcni 
Makroorganismus einen wesentlichen Schaden zuzufugon, den in- 
fizierenden Mikroorganismus entweder zu toton oder dessen Ver- 
mehrung zu hemmen vermogen, wodurcU* die Niederkampfung der 
Infektion erreicht wird. 

Eine systematische chemotherapcutischc Fovsclning, Avio sie Ehr- 
lick einfuhrte, konnte erst geschaffen werden, nachdem die spezi- 
fische miki'obielle Ursache der Infektionskrankheiten erkannt und 
Methoden zur Reinziichtung der verschiedenen Baktcricn gefunden 
waren. Erst als man uber Reinkulturon verfiigtc, vermochtc man 
solche bekannte und graduierte experimentclle Tierinfektionon zu 
erzeugen, denen gegenuber man die Wirkung der chemothcrapeuti- 
schen Mittel erproben konnte. 

Ex^perimentelle Tierinfektionen Icissen sich freilicli nicht immer 
mit den entsprechenden Spontaninfektionen bcim Menschen ver- 
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gleichen; aber es herrseht doch bei vielen Infektionen eine so Ruto 
tlbeiemstimmung, dass wesentlicbe Scblussfolgerungen borecbti-i 
Sind, und auf jeden Fall kann.man durch das Exp Jimont in Er‘ 
fahrung bnngen, wie toxisch der Stoff ist, wie er resorbiert und 
ausgeschieden ivird, und ob er (iberhaupt irgendeine Wirkung auf 
die Infektion hat, sei es durch eine clirekte Hemmung oclcr Totune 
aes Mikroorganismus Oder durcli eine mehr indirekte Wirkung 
iiher die eigenen Abwehrveranstaltungen des Makroorganismus 
Diese Aufsclilusse sind dann von der allergz'ossten Bedeutung, wenn 
das Mittel zum ersten Male bei Menschen ange^vandt werden soli. 
Es besteht auch kein Zweifel dariiber, dass viele Ungliicksfalle hat- 
ten vermieden werden kdnnen, wenn man sich gute Zeit zu den 
Tierversuchen genommen hatte. 

Die ersten cliemotberapeutisclien Versuche wurden mil Steffen 
wie Sublimat und Karbol ausgefiilu't, deren grosse bakterientotende 
Wirkung man von Reagenzglasversuchen lier kannte. Diese Stoffc 
erwiesen sicb indessen als ganzlich ungeeignet, da ihre Giftigkeit 
fiir das Tier grosser war als fur die Bakterien. Als Proteinaus- 
fallungsmitfel wirkten sie stark gewebschadigend und wurden durch 
den Ausfallungsprozess daran gehindert, an den Mikroorganismus 
heranzukommen. Hire Organotropic, d. h. ihre Affinitiit zu den Gc- 
weben, war zu gross, — wie Ehrlich es ausdriickte. 

Von dem Gedanken ausgebend, dass die Organotropie und Para* 
sitotropie der Stoff e nicht parallel zu verlaufen brauclite, richtete 
Ehrlich seine Bestrebungen darauf, Stoffe zu finden, die zugleich 
mit einer grossen Parasitotropie die geringstmbgliclie Organotropic 
aufwiesen, um hierdurcli die j^Therapia sierilisans maqnan mdglicli 
zu machen. 

Ehrlich ging zuerst dai'auf aus, einen Stoff mit eine?' sicktbaren 
parasitotropen Wirkting zu finden, um dann durch stjsiemaiischc 
SubstiMerungen in seinem Molekul die Verandening desselben in 
der Bichtung einer standig grosseren Parasitotropie und gcnngercn 
Organotropie zu versuchen. 

Wabrend in der ersten Periode der Chemotherapie grosse Ergeb- 
nisse gegenuber den Protozoen- und Spirocbatenerkrankungcn er- 
reicbt Avurden, feblten noch standig Mittel gegen die eigentlicbei) 
bakteriellen Infektionen. Viele hielten es sogar fiir unwahrscliein- 
lich, dass es tiberhaupt Stoffe gebe, die den Bakterien mein scia- 
deten als dem Wirtsorganismus. Dieser Zweifel xvurde jedoch gruncl- 
lich beseitigt, als Mietzscli und Klarer 1932 das Prontosil berge- 
stellt liatten, welches yon Domagk bei Streptokokkeninfek lonen \ 
Mausen durchgeprvift wurde, Auf die weitere 
ich hier nicht eingehen, da dieselbe so gut bekann is , 
nicht naher besproclien zu werden braucht. 
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Die Praparate wurden besser, die eine Infcktionskrankheil 
nach der anderen konnte mit fast niirakuloscm Heilerfolg bc- 
handelt werden. Es war dahcr aiicb ganz natiirlich, dass man 
sich experimentell dariiber Klarhcit zu vci-scbaffen versiiclilc. 
w'ie die Tuberkulose becinflusst werden konnte. Es hegcn 
denn auch zahlreicbe Mitteilungen iiber dcrartigc Unler- 
suchungen vor. Wir wollen kurz einige dcrselbcn bcsprcchen. 
Hauptsficblich ist die Wirkung von Sulfanilamid nnd Sulfa- 
pyridin auf experimentclle Meerscbweinchentubcrkulose nn- 
tersuclit worden. 

Besonders eine Arbeit von Arnold Rich & FoUw) hat auf 
Grund der guten mit Sulfanilamid errcichlcn Bchandliings- 
resultate Aufsehen erregt. 


59 Meerscliweinclien von ca, 400 g Gewicht warden mit cincm 
humancn Tuberkelbazillenstamm infizierl. Die Behandlung ^^mrdc 
3 Tage vor der Infektion bcgonnen. Die Vorsuclisiicre warden in 
3 Serien eingoteilt. 

Scj-ie i umfasstc 7 Kontrollticre sowic 10 Ticrc, die oral 100 mg 
Sulfanilamid taglich erhielten (ca. 250 mg pr. kg Mccrschwcinchen- 
geAvicbt taglich). 

Scrie 2 umfasste 6 Kontrollticre sowie 6 Ticre, die oral 100 mg 
Sulfanilamid 2mal taglich erhielten (500 mg pr. kg Mecrschwein- 
chcngewicht taglich). 

Scrie 3 umfasste 15 Kontrollticre sowie 15 Ticre, die oral in der 
folgenden Weise behandclt wurdcn; Um 9 Ulir, urn M Ulir und um 
18 Uhr 100 mg, sowie um 23 Uhr 200 mg Sulfanilamid (ca. 1250 
mg pr. kg MeerschweinchengcMucht taglich). Allc Tierc, die nicht 
in der Zwischenzeit gestorben waren, wurdcn nach 5 und G Wochen 
getotet. 


Serie 1 zcigte koine Wirkung. 

In Seiie 2 batten die behandelten Ticrc erhoblich geringcrc Pro- 
zosse. Alle Kontrolltiere batten Knotchcn in der Milz, walircnd nur 
eins von den behandelten Ticrcn solchc aufwics. Ehcnso waren die 
lokalen Prozesse und regionaren Driisen bctrachtlicli kleincr hei dcu 
behandelten Tieren. Bei der liistologiscbcn Unlcrsuclmng vun-dcn 

gefunden, aber es waren erhoblich 
nehi bei den Kontrollen. Ausserdem ergab die histologischc Untei- 

SalM-o^r" bchandellcn Meorschweinchen koin kiisigor 

Zeifall ^olkam, wie man ihn bei den KontrolUicrcn sab 
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Versuchspei-iode abgelaufen war, wodurch eine Auswahl der am 
niBisiGn rGsistGntBn Tiorc bswirkt wurde. 


In emer anderen Arbeit untersuchte Follis^) die Wii'kung die 
Sulfanilamid, Acetylsulfanilamid und Sulfapyridin in vitro in’pro- 
skauer Beck’s synthetischem Nahrboden hattc. Die beiden ersfge- 
nannten Stoffe tibten, selbst in einer Konzentration von 100 mg%, 
keine Wirkung auf das Waclistum des Tuberkelbazillus aus, ^yah- 
rend das Sulfapyridin etwas hemmend bei einer Konzentration von 
50 mg % und vollig hemmend auf das Waclistum bei 75 mg % 
wirkte. 


Birkhaug°) hat in umfassenden Untersuchungen die Wirkung 
von Prontosil soluble und Sulfapyridin studiert. In seiner erslen 
Arbeit infizierte er 48 Meerschweinchen mit 10—5 nig einer bovinen 
Kultur. 24 von den Meerschweinchen wurden mit intramuskularcr 
Injektion von Prontosil soluble beliandelt, und zwar erliielten sic 
5 mg taglich durch 4 Woclien hindurch, 12,5 mg taglicli durcli 8 
Wochen hindurch und 25 mg taglich durch 9 Woclien hindurch, 
insgesamt also 2,50 Gram. 3 der beliandelten Tlere vcrendeten vor 
dem 159. Tage. Der Rest wurde vom 159. bis 162. Tage nacli der 
Infektion getotet, — von den Kontrolltieren glngen 9 am 75.— 142. 
Tage nach der Infektion an generalisierter Tuberkulose ein. Der 
Rest wurde am 153.— 157. Tage nach der Infektion getotet. 

Alle beliandelte Tiere batten tuberkulose Prozesse, welche jcdoch 
betrachtlich weniger entwickelt waren als bei den Kontrolltieren. 
Die histologisclie Untersuchung zeigte Prozesse sowohl bei behan- 
delten als auch bei unbeliandelten Tieren; aber dieselben waren melir 
unscheinbar und von geringerer Ausdebnung bei den beliandelten, 
und zugleicli gab es bier weniger Tuberkelbazillen. Bei quantitativcr 
Aussaat von 6 beliandelten Tieren und 6 Kontrollen wurde gefun- 
den, dass die Milz ca. 5mal, die Leber ca. 30mal und die Lunge ca. 
15mal so viele T. B. bei den Kontrollen enthielt als bei den be- 


bandelten Tieren. 

In einer anderen Arbeit^®) untersuchte derselbe Autor in gid- 
dier Weise die Wirkung des Sulfapyridins. Er priifte zuerst die 
Wirkung von Sulfapyridin und Prontosil rubrum und Sulfanilamid 
in vitro, wozu er Sautons Nahrboden (synthetisch obne Protemstoll) 
verwandte. Derselbe wurde sowohl mit liumanen als aueli mit co- 
vinen T. B. beimpft. Es gab einen gewissen Grad von 
hemmung bei 10 mg% Sulfapyridin und 

nicht bei Sulfanilamid, bei dem man bis auf 50 mg% heiaufgcbcn 
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musste, urn irgendeine Wirkung erzielen zu konnen. - Selbst 90 
dieser 3 Stoffe verursachten nur Wachsturashemraung, abei 


Versucbe^in vivo mit Sulfapyridin: Die Tiere wuvden mit 0,1 mg 
eines bovinen Stammes infiziort und dann auf folgcnde Weise be- 

liandelt: . , a- t i 

Gruppe II ca. 600 mg pr. kg Mcei'scliweinchen taglicb. 

Gruppe I ca. 300 mg pr. kg Meerscbwcii\chen tiiglicU. 

Die Sektion wurde 15 Wochen nach der Infektion vorgenommcn. 
Als Resultat ergab sich, dass die grosste Dosis Sulfapyridin sowohl 
die makroskopisch als auch die mikroskopiscli sichtbare Entwick- 
lung von tuberkulosem Gewebe, ebensowie in den vorliergelienden 
Versuclien, hemmte. 

Aiissaat: Milz ca. lOOmal melir T. B. (bei don Kontrollticvon). 


Leber ca. 30mal mebr T.B. und Lunge ca. Umal mchr T.B. 

Blutkonzentration 600 mg pr. kg in 3 Dosen, 8,6—22,8 mg%; dor 
Zeitpunkt der Blutprobe ist nicht angegeben. 

Einige Forscber haben illmlicbe ResuUate, dock koine so durcli- 
schlagende Wirkung erzielt. Buttle <L- Parisli^'^) wandten Sulfanil- 
amid an. Meersclnveinclien wurden mit bumanen und bovinen T. B. 
infiziert. — Behandlung 500 mg tiiglich verteilt auf 4 Dosen (ca. 
1000 mg pr. kg) 5 Tage lang, dann ^ Dosis vom 6. — 42. Tage. 

Humane T. B. Alle Tiere batten Knotcben in der klilz, die bei 
den Behandelten am geringsten entwickelt waren. 

Bovine T. B. Keine Wirkung. Vorsucb mit Kanincben resullatlos. 

Grey, Camhel & Culhj^-). Die Meerscbweincben wurden mit cinem 
bumanen Stamme infiziert. Die Behandlung (100 mg 3mal taglicb) 
wurde 3 Tage vor der Infektion begonnen; bei 2 anderen Gruppen 
begann die Behandlung 17 bzw. 24 Tage nach der Infektion. Von 
den Tieren, bei denen die Behandlung 3 Tage vor dor Infektion be- 
gonnen wurde, waren die tuberkulosen Prozesse von grosscrer Aus- 
dehnung (sowohl makro- als auch mikroskopiscli geseben) bei den 
Kontrollen und es gab bier auch mehr T.B. Die heiden anderen 
Gruppen zeigten keinen Untersebied zwiseben behandelten und un- 
behandelten Tieren. 


Eine Reihe Autoren haben keine Wirkung der Sulfanilamidbc- 
handlung wahrgenommen. Kolmer, Raiziss & Rule”) behandelten 
auf verschiedene Weise. Eine Gruppe bokam 100 mg, cine Gruppe 
oO mg und erne Gruppe 200 mg zweimal taglicb intramuskular. 

Sr in einem Versuebo, in welcbem 

sie ca. 2000 mg pr. kg Meerschweinchengewicht gaben. Ausserdem 
untersuchten sie 5 andere vom Sulfanilamid ausgebende Derivate 
die auch alle wirkungslos waren. ^cinaxe, 

Smithhinn ) infizierte die Tiei’e intrazerebral mit bumanen Tu- 



148 


berkelbazillen und behandelte mit 600 mg Sulfanilamid n,- i,-.. ^r 

srSiTifr™ 

Andere Autoren ausser dem schon envahnten BMchang haben 
aucli dm Wirkung von Sulfapyridin untersucht. FUppiv}^) _ 
tion mit liumanen T. B. Behandlung 100 mg 2mal taglich oral Die 
Behandlung wurde sofort Oder nach 2 Wochen begonnen. Dio Ticro 
wurden nach 4 Wochen getotet. Aussaat aus der Milz: Kein Unlcr- 
schied der Kolonienzahl bei den behandelten Tieren nnd den Kon- 
trollen. 

Heise cfc Steenken^^) untersuchten die Wirkung von Sulfapyridin 
in vitro. Keine Totalhemmung, nicht einmal bei -80 mg % (Proskaucr 
Beck’s Nahrboden), schwache Hemmung bei 5 mg%, starkore bei 
10 mg %. In vivo Infektion: Inhalation humaner T. B. Behandlung 
oral. Blutkonzentration: Freier Stoff 6,5—10 mg % 4 Stunden nach 
der oralen Eingabe, Die Behandlung wurde 1 Monat nach der In- 
fektion begonnen, Keine nennenswerte Wii’kung. 

Schliesslich sei erwahnt, dass Climcnko^'^) fand, dass cin felt- 
IQsliches Sulfanilamidpraparat, N-Dodecanoylsulfanilamid, in eincr 
Dosis von 100 mg taglich oral die Entwicklung der tuberkulosen 
Prozesse bei Meerschweinchen hemmte. 

Steinbacli^^), der diese Versuche ganz genau nachprufte, erziel- 
te keine Wirkung nait diesem Stoffe. 


Wie man aus diesem Literaturauszug fiber die Wirkung 
der Sulfonamide (insbesondere Sulfanilamid und Sulfapyri- 
din) auf experimentelle Meerschweinchentuberkulose ersehen 
kann, scheint dieselbe recht problematisch zu sein; es liegt 
auf jeden Fall kein Bericht fiber eine vollkommene Heilwir- 
kung vor. Keiner der Autoren hat einen rationellen Versuch 
zur Messung der Konzentration der angewandten Stoffe im 
Blute gemacht. Im ganzen genommen ist zu sagen, dass wn 
diese Untersuchungen mit einer gewissen Skepsis betrachtelen. 

Wir haben im Verlauf der Jahre die Wirkung vieler ver- 
schiedener Stoffe auf die experimentelle Meerschwemchen- 
tuberkulose geprfift (chemische Mittel, Antigene verschiedc- 
ner Art von lebenden B. C. G. bis zu verschiedenen Fraktionen 
der T. B.), ohne dass wir jemals das geringste giinstige Re- 

sultat erzielt hatten, eher das Gegenteil. 

Der Weg also, den Ehrlich gegangen war, namlich zu- 
allererst einen Stoff mit einer sichtbaren parasitotropen ir- 
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kung ausfindig zu inachen. erschcint uns gcsDcrrl zu sein, 
iind wir miissen zugeben, dass wir von der von angcschcncn 
Tiiberkuloseforschern aufgeslelltcn Bchauplimg hccindruc cl 
waren, eine Chemollicrapie der Tubcrivulosc sci uncrrcichhar. 
Erstens, weil Tuberkelbazillen so rcsislcnl gcgeiniljcr scliiid- 
licher Eiinvirkung sind, und zwcilens, ^Ycil die TuberkcIlKizil- 
len in Hohlraumcn in verkaslcn Massen licgen, wo cs koine 
Gefassversorgung gibl und infolgcdesscn der Sloff nur 
schlechle Mogliclikeilen hat, an sic heranzukoinmen. 

Als wir indessen von Lovens Cbcinischcr Fabrik gcbclen 
’wurden, die Wirkung dcs N-dodccanoylsulfanilainids auf cx- 
perimenlclle Tuberkulose zu unlcrsuchcn, williglcn wir ein, 
nocli einen Vcrsucli zu machen. 

Der nun zu bespreebende Toil der Arl)cil kani durcii ein 
Zusannncnwirkcn zwiseben der biologischcn Aljlcilung von 
Lovens Cheniischer Fabrik und dem InsUlul fiir allgcincine 
Pathologic zustandc. 


Der ersle Scliriti, cinon Sloff mil eincr gewissen W'ii'kniig zu 
fiuclen, ist besonders schwierig, wenn es sich uni ein Leiden wie 
Tuberkulose bandelt. Die Versuebe brnuebon binge Zeil. Was ninn 
mit anderen Baklerien in eineni oder wenigen Tagen ausfiibren 
kann, dauert bei dem Tubcrkelbazilhis Monate, Die 'I'ierversiiclie 
Sind langwierig und leucr. Wir lieganncn dosbalb aucb mit der 
linlersucbung in vitro. Zu dieseni Zwcclce nabnien wir eine Deilie 
dor bekanntcslen Praparale und selzlen sie in fallendiui Do.sen zu 
Xiilirboden, die sich zur Zuebtuug von Tuberkelbazillen eigneten. 
Zuerst wandten wir Sautons syntbetiseben Xiilirboden an; der Vor- 
sueb ergnb, class einige der benulzlen Sloffe vollig das llbiebsluni 


cicr ausgosaton Tuberkelbazillen bemmfen, und zwar ganz lierunler 
bis zu einer Konzentration von 5 mg%. Es war jedoch ein X'achleil 
dieses Nahrbodens, dass or keinen Protcinstolf cntbielt, weswegen 
wii das Resultat niebt direkt auf die \Trbiilfnis.sc in vivo iiber- 
tragen konnfen. Wir wandten daber in den folgonden Versueben 
einen modifizierten Ldwensteins Niibrbodon an, (lessen Eigenscliaf- 
teu und Zusammensetzung in friilicrcn Arbeiten'^) bcscbricbon woi-- 
clen Sind. Dieses Substrat, das nus ganzen Eiern bestebi, ist so 
Proteinstoffen, dass ein dirckter Vcrglcicli mil don Ver- 
lialtnisson in vivo melir borecliligt ist. Es wurden zu die.sem Xiibr- 

-!Si/ Pmparalo in fallcnder Konzentration (10 

^ ^ /i— Vs mg %) luiizugesotzt, 

Acta pat)), Vol. XX. I. 

n 
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Tahelle 2. 
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Erklarung zu Tahelle 2. 

, i-„ niife-efulirt, die cine gewissc 

In den Tabellen sind nur i ,, Konzentration zeigten. 

oxypliemjWuazol. Knlonne geben das mg % dcs Stoffes 
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Alle diese Glaser + Kontrollglaser \TOrden mit 10—5 und 10— ^ 
nig einer liumanen bzw. Lovinen Kultur beimpft. Es wurden 5 — 10 
Glaser mit jeder Konzentration beimpft, die Anzalil der Kolonien 
wurde gezahlt und die IMittelzahl in der Weise ausgercclinet, dass 
man ausscr den absoluten Totungszahlen auch einen Massstab fiir 
die Waclistumsliemmung erliielt. 


Tabelle 3, 


1. Alonat 2. Monat [Endergebnis 


1) Praparat Chemosepl 

2) » Siilfap 3 Tidin 

3) » Pronlosil rubrum 

1) » Uliron 337 

» Uliron C II a 

» Neo Uliron 537 

7) > Prontalbin 739 

8) » Pronlosil sol 

10) j /Staphylamid. 

^Sulfamethylthiazol.... 

* Sulfa thiazol 

12) 3 Pyrianiid 

i^) » Acetyl Pyriamid 

Praparat Siilfaphenylthiazol . . . . 
1'’’) ’ Siilfaoxyphenylthiazol. 

’ Sulfaathylthiodiazol... 
> Sulfaisobutyithiodiazol 
’ Sulfamethylthiodiazol. 
dl__J__^atliiodiazol 


>10 >10 
>10 >10 
>10 >10 
>10 >10 
>10 >10 
>10 >10 
>10 >10 


5—10 5—10 
>10 >10 
>10 >10 
>10 >10 
>10 >10 
>10 >10 
I >10 >10 
>10 >10 


1,25 1,25 

10 5 
>10 >10 
10 I 10 
>10 >10 
2,5 1,25—2,5 

5—10 5—10 

1-25 1,25 

2,5 2,5 


5—10 5-10 >10 

2,5—5 2,5 5-10 

>10 >10 >10 
>10 >10 >10 
r >10 ’>10 >10 
>10 >10 >10 
5 2,5 5 

10 10 >10 

2,5 2,5 2,5 

5 2,5—5 5 


In Tabelle 3 sind die ErS^ "" 
sainmengefasst; es ist hier Versuche zu- 

f- - dem angegebeln iCun " 

kroskopisch (mit Lupe) sichtL Entstehung von nia- 

kat. Bei den Stoffen, bei dene'i!'' • ” verhindert 


>10 

|>10 

>10 

>10 

2,5—5 

'>10 

2,5 

5 


11 * 
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fhTr Abwelclmngon zeiglen. Die Slotfc 
uber dem Slrieh m der Tabelle ,vurden im Rahmcn clcr or- 
sten onentierenden Untersuchung gepruft. 

Da es sich, wie aus der Tabelle hervorgeht, gezeigt hatle 
dass die emzigen Stoffe mit einer gewissen Wirkung das 
Sulfamethylthiazol und das Sulfathiazol waren, warden cine 
Reihe von verschiedenen Praparaten, insbesondere Sulfathia- 
2 olen und Sulfathiodiazolen, zubereitet, um wenn moglich 
einen Stoff mit noch grosserer Wirkungsfahigkeit ausfindig 
m machen. Diese Stoffe sind unterhalb des Striches in Ta- 
belle 3 angefiihrt. 

Das Resultat ergibt sich deutlich aus den Tabellen; wir 
mochten nur davon hervorheben, dass die bovinen Siamine 
durchgangig zweimal so resistent als die humanen sind. 

K. Schmith & F. Reymann}^‘^) haben in einer Untersuchung 
uber die Resistenz der Gonokokken gegeniiber Sulfonamidcn 
herausgefunden, dass die verschiedenen Stamme einen gros- 
sen Resistenzunterschied aufwiesen. Um zu untersuchen, o!) 
sich etwas Ahnliches bei den verschiedenen Tuberkelbazillen- 
stammen geltend machte, wurden Versuche mit insgesamt 8 
verschiedenen humanen Tuberkelbazillenstammen ausgeftihrl. 


A'lle 8 zeigten dieselbe Resistenz. 

Versuche in vivo. 

Nachdem wir so in Erfahrung gebracht batten, dass einige 
dieser Stoffe eine wachstumshemmende oder totende Wirkung 
auf T. B. ausiibten, und zwar in Dosen bis herunter zu 2,5 
mg %, w’elche Konzentration sich mit Leichtigkeit in Blut und 
Gew'ebe bei Verabreichung dieser Stoffe an den Menschen 
erzielen lasst, und da es sich sogar in diesem Falle um einen 
Mhrboden handelte, der an Proteingehalt nicht hinter dem 
menschlichen Korper zuriickstand, war allermoglicher Grund 
vorhanden, auch die Wirkung dieser Praparate in vivo zu 


priifen. 

Die zuerst untersuchten Stoffe waren das Sulfathiazol und 
das Sulfamethylthiazol, some, obgleich es keine besonderc 
Wirkung in vitro aufgewiesen hatte, auch das Sulfapyridin, 
teils, weil andere damit Erfolge bei Versuchen in vivo erzicll 
batten, und teils auch um zu kontrollieren, ob man durcli 
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Untersucliung 

Anhaltspunkt 


der in vitro eintretenden Wirkung irgendcinen 
dafiir bekam, ob der Stoff auch einc Wirkung 


in vivo hatte. 


Vcrsuche in vivo — orale Eingabe. 

(Jberall in dieser Arbeit, wo die Rede von oralcr Eingabe ist, 
ist der Stoffe mit Sonde gegeben worden. 

47 Meerschweincben von ca. 300 g warden subkutan mit 10 > 
eines bumanen Stammes infiziert, 9 dienten als Kontrollen. ^ 

9 warden mit 100 mg Sulfathiazol 2mal tiiglich behandelt - 
GOO— 700 mg pr. kg Meersclnveinchengewicht taglicb. Die Bcband- 
lung begann 2 Tage vor der Infektion. 

7 warden mit der gleichen Dosis 5 Tage nach der Infektion be- 

liandelt. 

8 warden mit 50 mg Sulfathiazol 2mal tiiglich 2 Tage vor dor 
Infektion behandelt. 

7 warden mit 100 mg Sulfametliylthiazol 2mal taglich 2 Tage vor 
der Infektion behandelt. 

7 warden mit 100 mg Sulfapyridin 2nial tiiglich 2 Tage vor der 
Infektion behandelt. 

Die behandelten Tierc ertrugen die Verabrcichung nur G Tage 
lang. Nach einer Pause von 2% Tagen wurde mit der Behan dlung 
fortgesetzt. Mit regelmiissigen Zeitabstanden warden Tierc von jcdcr 
Grappe getotet and Aussaat aus Drusen and Milz vorgcnommcn. 
Ausserdem wurde der Zeitpunkt des Erscheinens dcs lokalen Pro- 
zesses aufnotiert. 


Im ganzen kann man von der Versuchsscric sagen, class 
es keine Wirkung dieser Stoffe gab. Der Lokalprozcss Irat zu 
ungefahr dem gleichen Zeitpunkte auf, das Wachstum aus 
Drusen und Milz gab ungefahr dasselbe Resullat bei alien 
Gruppen, und die Tiere, welclie so spat getotet wurden, dass 
makroskopisch sichtbare Prozesse entstanden warcn, zcigten 
eine ganz gleichartige Ausbrcitung derselben. — Doch schic- 
nen die mit Sulfametliylthiazol behandelten Tiere ehvas, wenn 
auch nicht idel. gunstiger gestellt zu sein als die iibrigc’n. 

Dieses Resultat war nicht besonders ermutigend, und bat- 
ten wir uns nicht darauf stiitzen konnen, dass diese Stoffe 
eine so gute Wirkung in vitro ausiibten, ware wolil kaiim 
rund gewesen, mit den Versuclien welter fortzufahren. 

die Konzentration dieser 
Stoffe im Gewebe und Blut der Versuclistiere nach oralcr 
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Verabreichung nicht einen konstanten Wert von 5 mg % unci 
mehr erremhte. Wir gingen deshalb da.u iiber. die iSC 
zentration dieser Stoffe nach oraler Eingabe zu messen.*) ]„ 
diesen \ ersuchen haben vnr Praparat Nr. 18 mitgenonimen 
da es die kraftigste Wirkung in vitro zeigte, die iiberliaupi 
von uns erzielt worden war. 

In dem ersten Versucb wurde eine einzige Dosis von 100 
mg oral gegeben, und die Blutkonzentration wurde 2, 4, 8 
und 12 Stunden nach der Verabreichung gemessen. Das Er- 
gebnis geht aus Fig. 3 hervor. 

Jeder Stoff ist an 2 Meerschweinchen untersucht worden; 
die Kurve gibt den Durchschnitt an. 


'In dem zweiten Versucb wurden insgesamt 7 Portionen 
mit 12stundigem Intervall gegeben, und die Blutkonzentration 
wurde nach der letzten Verabreichung bestimmt (s. Fig. 4). 
Wie man aus den Kurven ersieht, lasst sich keine konstantc 
Blutkonzentration erzielen, die iiber 5 mg % liegt, wenn die 
Stoffe 2mal taglich oral gegeben werden. Da es aus techni- 
schen Grunden unmoglich ivar, die Tiere Tag und Nacht hin- 
durch mit den erforderlichen kleinen Zeitabstanden (jede 4. 
bis 6. Stunde) mit den Stoffen zu fiittern, und da auch die 
Meerschweinchen die orale Eingabe nur eine recht kurze Zeit 
hindurch ertrugen, fuhrten wir einige Versuche aus, um eine 
Methode ausfindig zu machen, bei der die Blutkonzentration 
den ganzen Tag lang konstant und am liebsten hoher als 5 
mg % bei zweimaliger Verabreichung taglich war. 

Wir versuchten zuerst eine Aufschwemmung des Stoffes 
in Oel 2mal taglich subkutan einzuspritzen. Hierbei gelang es 
eine recht hohe konstante Blutkonzentration (ca. 5 mg %) 
zu erzielen; doch entstanden nach recht %venigen Injektionen 
grosse und speckige Infiltrate, und der Allgemeinzustand der 
Tiere wurde so schlecht, dass diese Methode verlassen wer- 
den musste. Wir gingen daher dazu iiber, den Stoff in feiner 
Emulsion in Salzlosung oder Gummisalzldsung subkutan ein- 
zuspritzen. Die Versuche wurden in gleicher Weise wie bei 


•) Alle Messungen der Blutkonzentration der verschiedenen Stoffe 
werden von C. Jensen, Biologische Abteilung von borens c icmis . 
Fabrik, ausgefulirt. Die Methode wird spater vei’offen ic \ '' 








1. V ' 

or.tlrr MitJKnlx* un<l ^tn<l iu I'lrtt? v^i\\ v. vr u? 

Kr^N'Jjrn* 

Wit' i\\:\u il:tr;njs rr\i*'hl, r\ uu? *\i tn S'.»U..s;; ) 

tliiaroi n,Mrh rt'rhl \M'niK«'n ruriin.tt \of#’rn-Jnij:r:;r 

InjrUtitHit'ii vhu* (ton t!.in,'^rn lutHltaih K<nrJ.tutv JUm? 
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onzentration von ca. 5 mg % zu erreichen. Die Konzentra- 
lon war bei dem Sulfathiazol etwas niedriger und bei deni 
Praparat 18 noch niedriger; da aber diese beiden Stoffe in 
vitro noch eine Wirkung bis ganz herunter zu 2,5 mg % ge- 
zeigt batten, nahmen wir sie auch in den Versuchen in vivo 
mit. Ausserdem priiften wir noch einmal Sulfapyridin bei 
praler Eingabe. 


Oberall in den Tabellen, wo die Blutkonzentration ange- 
geben ist, ist die Bestimmimg auf jeden Fall 12 Stunden nach 
der letzten Verabreichung vorgenommen worden, sodass die 
angefuhrten Zahlen den Minimumgehalt im Laufe eines Tages 
darstellen. 


Versuche mit subkutaner Einspntzung der Stoffe und 
subkutaner Infektion. 

3 Versuche dieser Art sind ausgefiihrt worden. 
Versuch 1. 


Die Tiere wurden subkutan am Bauch mit 10-^ mg eines hu- 
manen Stammes infiziert. Sie wrden in mehrere Gruppcn eingc- 
teilt. Die eine Gruppe diente als unbehandelte Kontrolltierc, die 
zweite wurde mit 500 mg Prap. 11 pr. kg Mecrschwcinchengewiclit 
2mal taglich subkutan behandelt. Diese Beliandlung iiielten die 
Tiere 8—10 Tage aus; danacli kam es zu einer Periode, in welclicr 
am Bauch, besonders auf der Seite, wo die Infektion vor sich ge- 
gangen war, ein kraftiges Oedem und Hyperamie auftrat, ja sogar 
Hamorrhagien. In dieser Periode war dor Aligemeinzustand der 
Tiere ebenfalls schleciit, weswegen die Dosis reduziert worden 
musste. Bei einigen von ihnen musste eine Behandlungspause von 
2 — 7 Tagen eingefiigt werden, wonach mit 260 mg pr. kg ISieer- 
schweinchengewiclit zweimal taglich fortgesetzt wurde. Diese Be- 
handlung wurde mehrere Monate hindurch fortgefiihrt, oline dass 
die Tiere einen nennenswerten Schaden davon zu haben schienen. 

Die 3. Gruppe unirde mit Prap. 10 in der gleiclien Weisc und mil 
denselben Folgen behandelt. 

Die 4. Gruppe wurde mit Pritp. 11 in dersclben Weise wie Gruppe 
2 behandelt; aber die Beliandlung wurde erst 7 Tage nach der In- 


fektion begonnen. 

Die 5. Gruppe wurde oral mit 100 mg Sulfapyridin 2mal taghcii 
behandelt. Schliesslich wurden einigo wenige Tiere mit Prop, 
in der gleiclien Weise wie Gruppe 2 behandelt — Gruppe b. 
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xVach clcr Infektion wurde die Iiiokulalionssiollc sorgfiiltig hcoh- 
achici uiid del- Zoitpuiikt dci- Enfstclnnig dcs lokiilen Prozesscs 
notierf, sowic dosson Grdssc stiindig wiilirciid des gaiv/.cn Vcrsiichcs 
gemessen. Das gloidic gait fur die regiouaren Drusen. 

Infolge unsercr Unkenutnis dor erwiihiiton Pcriode, iti wciclior 
die Tierc den ciiigegcbencn Stoff luir sclilcclil oitriigeii, Kain es zii 
cincr Anzahl von Todcsfiillen an medikanicntosor Intoxikation. 
starben 8 von 12 mit Sulfainclliyltliiazol licliandcHcn Tieron voni i. 
bis zum 12. Tage, 8 von 2-5 mit Siilfatliiazol boliandelten Tioren vnni 
•i. bis zum li. Tage und 1 am 39. Tagc, 3 von 5 mil Pr/ip. IS be- 
handclton Tioren vom 13. bis zum IS. Tage sowie 1 von f mil Sul- 
fapyridin beliandclten Tioren am 39. Tage. Dio.se Tiere siiid in dei- 
Tabellc niclit milaufgcfubri. Keinos dor Konirollliore ging ein. 

Am 43., CO., 84. und 128. Tage wurdon einige Tiere von jeder 
Gruppe getotet. Die mnkroskopiscli sichibaron Prozessc wurden auf- 
notiert und quanlitativc Aussaat aus dor regioniiren Druse, dor 
Lcbcrpforicndrusc und dor Milz, wic obon liescliriolion, vorgonom- 
men. 


Das Ergebnis dieses Versuches ist in Taiielle 4 nnd 5 an- 
gefiilirt. Tabelle 4 zcigl das Ergebnis der Aussaal aus der rc- 
gionaren Driise, der Eeberpforlendruse und der Milz sowie den 
Zeitpunkt der Enlslehung des lolcalcn Prozcsscs und dessen 
Grosse. Ausserdem isl die Grosse der regioniiren Driise angc- 
fiihrt. Es isl liicraus zu ersehen, dass liei alien bebandcllen 
Tieren der lokalc Prozess belriichnicli spiiter als bei den Kon- 
Irolltieren auflritl. Am spiileslen ersclieinl er bei den mil 


Prap. 10 behandellen Tieren, dann folgen die mil Priip. 11, 
Sidfapyridin oral und Priip. 18 behandellen Tierc. liilienso 
kann man sehen, dass der lokalc Prozess langsamer wiichsl, 
insbesonderc bei den mil Priip. 10 behandellen Tieren. Dass 
der Unlerschicd zum Schluss nichl grosser wird, isl darauf 
zuruckzufuhren, dass der lokalc Prozess sich bei den Kon- 
trollen in cincm rcchi friihen Zeilpunkle enliccrl, wiihrend 
die Perforalion bei den bcliandellen Tieren ersl spiil oder gar 
nicht emlral. Was deshalb die regioniire Driise anbelriffl, so 
ist bei ihr der Unlcrscbied in der Grosse nocli mchr aus- 
gesprochen, da die Driise nur scllcn perforicrl. Audi bier 
zeigen Prap. 10 und 11 die grbssle Wirkung. 



Getotet Tag 
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Tabelle 4. 

Subkutaner Versuch 1. 
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TabcUe 5. 

Subkutaner Versudi 1. 17-7-1941. 


Getotet 

Tag 

Meer- 

shwein- 

Chpn XTt' 

: Be- 

i hand 
; lung 

mg % 

Zi 
. to 
tc S3 

U| 

c: Q 

c. 

u 

OCKLlUn 

Milz 

149 

Gruppe 1 


' 18 

7 

2 hanfsamengrosse Knotchcn 

150 


» 


12 

15 

Zahlr. submiliare Knolchen 

105 

7> 

2 


8 

5 

Eine Anzahl bis zu miliumgrosse Knofclicn 

107 

T> 

» 


7 

3 

2 submiliare Knotchen 

43. 133 


3 

i 

4 

5 

0 Knotchen 

119 


4 


6 

4 

0 Knotchen 

120 


» 


8 

4 

0 Knotchen 

141 

» 

5 


9 

9 

Zahlr. submiliare Knotchen 

142 

» 



12 

4 

0 Knotchen 

152 

Gruppe 1 


20 

12 

16 bis zu hanfsamengrosse Knotchen 

153 

» 

» 


20 

10 

5 submiliare Knotchen 

114 

Ti 

2 

3,50 

15 

10 

12 bis zu miliumgrosse Knotchen 

137 

\ 

3 

7,50 

9 

9 

0 Knotchen 

60. 123 

Ti 

4 

3,40 

11 

12 

10 submiliare Knotchen 

124 


» 

4,90 

7 

9 

5 gerade noch sichtbarc Knotchen 

140 

» 

5 

3,10 

17 

S 

3 submiliare Knotchen 

144 

» 

» 

1,75 

! 11 

11 

16 bis zu miliumgrosse Knotchen 

99 


6 

3,20 

12 

7 

0 Knotchen 

154 

Gruppe 1 


18 

9 

7 submiliare Knotchen 

155 


» 



12 

Eine Anzahl bis zu miliumgrosse Knotchen 

110 


E 



10 

10 submiliare Knotchen 

121 


r> 


8 

5 

0 Knotchen 

128 


3 


15 

11 

Eine Anzahl submiliare Knotchen 

84. 

129 



6,65 

4 

2 

0 Knotchen 

116 

7> 

4 

4,30 

12 

12 

3 submiliare Knotchen 

118 

T> 

» 

^9 

8 

8 

0 Knotchen 

127 




5 

4 

0 Kndtchen 

101 


6 


5 

8 

Vereinzelte submiliare Knotchen _ 


}ruppe 1 

■ 

12 

12 

Eine Anzahl submiliare Knotchen 

128. 122 


B 


8 

8 

Angedeutelc Knotchcnbildung 

■Ell 


II 

H 

18 

12 

Eine Anzahl submiliare Knotchen _ 
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Betrachtet man das Ergebnis dcr Aussaal, so wcisl cbcn- 
falis Priip. 10 das bcstc Rcsullal auf; doch licgcn die Ticrc. 
die voni 1. Tage an mil Prap. 11 bcbandelt wordcn sind. 
ganz in der Niilic. Die Wirkung isl indcssen sclnviichcr bci 
denjenigen Tieren, bei wclchen die Bcbandhmg 7 'Page nach 
der Infcklion begonnen wnrdc. IBesonders mil Bezug auf die 
Milz kann man beobacblen, dass der Gehall an I ubcrkelba- 
zillen erhcblich gcringcr bci den mil Priip. 10 und 11 l)c- 
liandellen Tieren als bci den Konlrollcn isl, was darauf liin- 
deutet, dass die hamatogcnc Ausslrcunng weniger inlcnsiv 
isl. Anf dieses Verhallen komnicn wir spiilcr noch zuriick, 
wenn wir die Vcrsuchc, in dciicn die Ticrc durcli Inhalation 
infiziert wurden, bcsproclicn haben. 

In Tabclle 5 isl das makroskopisebe Scklionsergcbnis wic- 
dergegeben. Aiich liier schcinl Priip. 10 die bcstc Wirlvung 
zu zeigen. So halten allc 7 KonlrolUierc, 1 von 4 mil Priip. 10 
behandelten, 8 von 13 mil Priip. 11 bchandcllcn, 3 von 4 
mil Snlfapj'ridin bchandcllcn und 1 von 2 mil Priip. 18 hc- 
handelten Tieren Knolchen in dcr Milz; zugleich waren die 
rcgioniiren Driisen und die Lcljcrpforlendriisen bci den mil 
Priip. 10 und 11 bchandellen Tieren durcbgiingig bclriicbllicb 
kleiner als bci den Konlrollcn. 

Da es sich gczcigl halte, dass Priip. 10 in dic.scni l^er- 
suche die bcstc Wirkung hallc, fiibrlcn wir cinen iibnliclicn 
Versuch aus, in dem wir den Hauplwcrl auf die Bcbandlung 
mil diesem Priiparal Icglen. 


V e r s u c b 2. 

Die Bchaiullung wurdc in verscUicdcncr Weiso vaviicrt; 

' ’■ "" xs 

kum Sir™*."'''”'" 5'™*= Unsis mu' 

und Ticrc SiCm" 4^.“k^’m«lTJ!lck‘*^“'™^ 

d-rcu rlclc kc,.„.c,.o T.c.Vl. 
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bekamen, begannen wir nach Verlauf von 53 Tagen bei einiaon vnn 

Behandlung mit Solganal, bei andercn aus 
1 tei nocli zu besprechenden Grunden eine Behandlung mit In- 
jektion von 3/100 mg BCG jeden 4. Tag. Diese Tiere zeigten indcs- 
sen kemen nennenswerten Unterschied von den ausschliesslich mit 
Brap. 10 behandelten und werden deshalb auch niclit niiher bc- 
sprochen, sondem in einer Gruppe zusammengestellt. 

Scliliesslich haben wir 1 Gruppe von Tieren, die mit Priip. 11 
vom 1. Tage an bebandelt wurden, und zwar mit 500 mg pr. kg 
2mal taglich. Auch in diesem Versuche trafen eine Anzahl Todes- 
falle ein, nicht so sehr infolge der Behandlung als infolge andercr 
Infektionen. 

Von 10 Kontrollen verendeten 5 vom 30. bis zum 176. Tagc. 

Von 40 rail Prap. 10 behandelten Tieren starben 23 vom 12. bis 
zum 180. Tage; besonders die ausserdem mit Solganal behandelten 
Tiere zeigten eine grosse Sterblichkeit, wahrscheinlich weil die an- 
gewandte Dosis zu gross war. 

Von 10 mit Prap. 11 hehandelten Tieren gingen 5 vom 17. bis 
zum 130. Tage ein. 

Da die meisten Tiere, wie erwahnt, an anderen Infektionen Oder 
■Ungliicksfallen wahrend der Behandlung starhen, sind sie nicht in 
der Aufslellung mitangefiihrt. 

Schliesslich lehten am Ende des Versuches noch 1 Kontrollticr 
und 5 mit Prap. 10 hehandelte Tiere. Alle 6 Tiere zeigten eine mehr 
Oder weniger ausgedehnte, chronische, generalisierte Tubei'kulose; 
aher da wir nur 1 Kontrolltier zum Vergleich hatten, konnen wir 
bloss sagen, dass die Behandlung auf jeden Fall nicht kui’ativ go- 
wesen ist. Die Behandlung wurde 3 Monate nach der Infektion ab* 
geschlossen. 


Das Ergebnis dieser Versuchsserie war ganz dasselbe wie 
in dem vorhergehenden Versuche, weswegen wir uns damit 
begniigt haben, die Hauptziige in Tabelle 6 und 7 wiederzuge- 
ben und dort die Durchschnittszahlen anzufiihren. 

Schliesslich wurden in einigen kleineren Versuchen die 
3 Sulfathiodiazole (Prap. 18, 16 und 22) untereucht. Diese 
3 Stoffe zeigten ungefahr dieselbe Wirkung, die am beslen 
bei Prap. 18 und etwa schwacher als die des Sulfathiazols 


war. ,. 

Das Auffalligste bei diesen Versuchen war besonders die 

hemmende Wirkung des Sulfamethylthiazols auf 
wicklung der tuberkulosen Prozesse; man kann nun die Frage 



Tabclle G. 

Sul)kutancr Vcrsuch 2. 30-104941. 


If 


S"' 

li 
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Tabelle 7. 

Subkutaner Versuch 2. 30-10-1941. 


Getolet Tng 

c 

o 

o 

u ^ 

Beliandiung 

1 


Sektion 



MHz 


210 

Kontrolle 


37 

13 

15 submiliarc Knotchen 


209 

Kontrolle 


30 

10 

Zahlr. bis zu hanfsamengrosse Knotchen 


too 

Pr.lO.-l.Tag 

5,0 

1 

9 

2 hanfsamengrosse Knotchen 


162 

7> 7> T> 

7,2 

9 

1 

0 Knotchen 

72. 

173 

» » » 1 


8 

7 

1 miliumgrosses Knotchen 


181 

Pr. 10.-6. Tag 

5,3 

13 

9 

0 Knotchen 


185 

» » » 

7,7 

11 

6 

0 Knotchen 


200 

Pr.ll.-l.Tag 

3,1 

8 

7 

0 Knotchen 


201 

1 s s 

3,8 

16 

17 

7 bis zu iniliumgrosse Knotchen 

1 . ... 


92. 


211 Kontrolle 
213 Kontrolle 
164 Pr.lO.-l.Tag 
170 » » 

172 » » 

175 » ® 

179 

188 » » 

196 » * 

199 Pr.ll.-l-Tag 


Pr.lO.-6.Tag 



X 

Zahlr. bis zu hanfsamengrosse Knotclien 

1 hanfsamengrosse Knotclien 
3 hanfsamengrosse Knotclien 
0 Knotclien 

0 Knotchen 

2 hanfsamengrosse Knotclien 
0 Knotchen 

0 Knotchen 
0 Knotchen 

18 bis zu hanfsamengrosse Knotchen 
0 Knotchen 


stellen, oh das ein Zeichen dafOr isl, dass die BehandlanS 

^“”Sl*eTo:;he aein -hrosUopis^i^Messan.^der Gads, dee 
tuberkuldsen Prozesse kann n f^jiheren Versuchen hat 


*) 


noch nicht veroffentlicht. 
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.clnvcinchcn, die mil cinor an samtlichen Vilaminen insuffi- 
zicnleii Kosl crniilirl ^vor(len warcn, eine luberkulosc Infek- 
tion auf «anz anderc Wcisc bcanhvorletcn als normal ernahrte 
Mcerscbwcincbcn. So zciglc cs sich, dass die tuberkulosen 
I’rozcssc einc wcit gcringerc Enlwicklung bekamen, und ei 
cincr rein makroskopischen Bclrachlimg soldier Versudie 
konnlc man Icicbl die ganz falsdie Auffassung erhalten, dass 
die imzurcichcnd ernahrten Mecrsduveindicn mehr resistent 
gegeniiber dcr Inbcrkuloscn InfekUon waren als die normal 
crniihrlcn. 

Nabm man indcssen cine hislologische Untersucbiing der 


Prozesse odcr cine Aussaat vor, so crhielt man ein ganz an- 
dcrcs Hild. Wahrend die kicinen Knolchen bei den unzurei- 
chend crnahrlen Mcerschwcindien von T. B. wimmelten, wa- 
ren die grossen Prozesse bei den normal ernahrten Tieren 
wcit bakicricniirmcr. Das liisst sich nur in der Weise deuten, 
dass sowolil die natiirlichc als auch die erworbene Resistenz 
dcs Organisimis infolgc der unzureichenden Ernahrung be- 
trachllich hcrabgcselzl war. Hicrdurch erkUiren sich sowohl 
die weniger ausgcsprochencn Zellreaktionen (klcinere makro- 
skoiiisch sichlbare Prozesse) als auch die fortgeselzte Bak- 
Icricnvcrmehrung. Dicse Versuche zeiglen ausserdem, dass die 
Ticrc mil unznreichcndcr Ernahrung einc herabgesetzle Tu- 
licrkulincmpfindlichkcil batten. 

Elwas Ahnlichcs liisst sich auch aus den von Bindslev 
ausgcfubrlcn Descnsibilisierungsversuchcn ableiten. indem er 


cine kriifligc Descnsibilisicrung von tuberkulinposiliven Ver- 
Michslicrcn vornahm, gclang es ihm, die positive Tuberkulin- 
rcaklion aufzuhcbcn. Dieses Resultal Hess sich nur erziclcn, 
wonn grossc Dosen von gereinigtem Tuberkulin, und nicht 
yon All-Tubcrkulin. angewandt wurden. Diesc Tierc (die nicht 
mfolge dcr Descnsibilisicrung gcschwiichl waren) zeiglen das 
mlcrcssanlc Vcrhallcn, dass keine ausgcdchnten Zellreaktio- 
lun cnlslandcn, wie wir sic sonsl bei allergischen Tieren kurz 
»;>ch dcr Infcklion schen. Ganz ini Gegcnlcil vermchrten sich 

« Icl?rn "ic l>« omcm nichl-allcr- 

■ ZcIlreakUon kam. 


12 
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Dieser Versuch weist in die gleiche Richtung wie der Versuch 
mit unzureichender Kost, und hier ist es so auffallend deul- 
hch, dass, wenn man die uberempfindlichkeit gegen die Gift- 
stoffe des Tuberkelbazillus aufhebt, zugleich auch die Innmi- 
nitat des Organismus herabgesetzt wird. 

Wie wir bereits vorher erwahnt haben, macht sich das 
gleiche in der kachektischen Phase der Tuberkuloseentwic'k- 
geltend, das hesagt also, dass eine geringe Enlwicklung 
der tuherkuldsen Prozesse nicht gleichbedeutend damit zu sein 
braucht, dass diese Tiere gunstiger gestellt sind als die Ticre 
mit kraftig entwickelten Prozessen. In den vorausgehenden 
Versuchen zeigte sich indessen, dass mehr T. B. in den Pro- 
zessen bei den nicht behandelten Kontrolltieren vorkamen, 
weshalb man vielleicht diese Sorgen fiir uberfliissig halten 
konnte. 

Aber es kann natiirlich sein, dass hier beides gleich- 
zeitig A'orliegt, namlich sowohl eine giinstige Wirkung ,dcs 
Stoffes, welche die geringere Anzahl der T. B. zur Folge hatle, 
als auch eine schadliche Wirkung auf den Organismus, die 
sich in einer Schwachung der natiirlichen Verteidigungsmass- 
nahmen desselhen ausserte, sodass gerade die Kennlnis hier- 
von uns die rechten Richtlinien fiir die Auswahl wirksamcr 
Stoffe geben konnte. 

Um uns einen Begriff davon machen zu konnen, ob so et- 
was der Fall war, untersuchten wir ganz natiirlich die Tuber- 
kulinreaktion bei den in der vorhergehenden Versuchsseric 
besprochenen Tieren. 35 und 82 Tage nach der Infektion 
wurde eine intrakutane Tuberkulinprobe an samtlichcn Tic- 
ren mit 1/1000 mg gereinigtem Tuberkulin ausgefiihrt. 

Das Ergebnis geht aus Tabelle 8 herv.or, welche zeigt, dass 
insbesondere Prap. 10 eine betrachtliche Herabsetzung odcr 
sogar eine Aufhebung der Tuberkuliniiberempfindlichkcit mil 
1/1000 mg gereinigtem Tuberkulin gibt, wahrend Prap. 11 
eine etwas geringere Wirkung auf die Tuberkulinuberempfind- 
lichkeit hatte. Dieses Phanomen war erheblich starker aus- 
gepragt, wenn die Reaktion am 35. Tage als wenn sie am 82. 
Tage ausgefiihrt wurde; d. h. dass man, ebenso wie es m 
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Tabelle 8, 


Viooo nig gereinigles Tuberkulin 



folge oiner mchm^^Montin'o^e/vm Tuberkulose in- 

oihe, ^orgenommenen Wfektion hat- 


12 * 





Tabelle 9. 
Kontrollen. 
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ten, wurden mit 1/1000 mg gercinigtem Tuberkulin geprtift und 
/eigten alle erne kraftige Reaktion. Einige der Tiere wurden m 
Prap. 10, 300. mg 2mal taglich, behandelt, andere mit 150 mg und 
meder andere mit 7o mg 2mal tiiglicli. 3 Tage nacb Beliandlungs- 
bepnn wurde bei der Halite der Kontrolltiere und der Hiilftc der 
behandelten Tiere, mit Ausnahme derjenigen, die nur 75 mg 2roal 
taglich bekommen batten, eine graduierte Tuberkulinreaktion mit 
gercinigtem Tuberkulin vorgenommen. Bei den Tieren, die bei der 
crsten orientierenden Tuberkulinprobe mit 1/1000 mg eine etwas 
schwachere Tuberkulinempfindlichkeit gezeigt batten, wurden 1/500 
—1/1500 und 1/3000 mg angewandt, wahrend bei den tibrigen Tic- 
ren 1/1000 — 1/3000 und 1/9000 mg zur Anwendung kamen. 

Das Ergebnis ist aus Tabelle 9 zu ersehen. Die Zablen gebcn den 
Diameter der Reaktion an, die Zablen in Klammer den Diameter 
der Nekrose. 


Es geht hieraus hervor, dass bereits nacli dreitagiger Be- 
handlung eine Anderung der Tuberkulinempfindlichkeit ein- 
getreten war. Es war bei den mit der grossten Dosis beliandel- 
ten Tieren unmoglich, irgendeinen Massstab fiir die Tuber- 
kulinreaktion anzugeben, da siimtliche Injektionsstellen zu 
einer grossen odematosen Partie, deren Aussehen betracht- 
lich von dem der iiblichen Tuberkulinreaktion abwich, ver- 
schmolzen waren. 

Wahrend man bei einer Tuberkulinreaktion gewohnlich 
nach 24 und 48 Stunden eine recht gut abgegrenzte feste In- 
filtration und eine kraftige Hyperamie, die sich iiber deren 
Grenze hinaus erstreckt, vorfindet, sowie evtl. eine zentrale 
Nekrose, war bei den behandelten Tieren nur ein gelatinoses 
Oedem ohne nennenswerte Rbtungsreaktion und ohne Nekrose 
zu sehen. Diese Form von Reaktion wies im ganzen genomnien 
eine grosse Ahnlichkeit damit auf, was wir bei den behan- 
delten Tieren in der erwahnten Periode vom 8. bis 14. Tage 
beobachtet batten (s. S. 156). Bei den mit einer kleineren 
Dosis von Priip. 10 behandelten Tieren war dieses Phiinomen 
nur schwach ausgesprochen, und wir fanden hier eine cr- 
heblich herabgesetzte tiberempfindlichkeit. 

An den ubrigen Tieren wurde 7 Tage nach Behandlungs- 
beginn eine ahnliche graduierte Reaktion ausgefiihrt; aus der 
Tabelle gebt hervor, dass besonders bei den Tieren, wclche mil 
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300 m. und 150 mg 2mal laglich bchandctt ^vo^don warcn 

die Tuberkulinempfindlichkeii so gul ^vic vcrsclnvundcn, bei 

den mit 75 mg behandellen Ticrcn dagcgcn crhcblich licrab- 


ccsctzt war. 

Zuglcicb mil der Ausfiibnmg dcr Tubcrkulmprobc Nvurdc 
cine Beslimmung des Gcballcs dcs Klules an freiem Snlfa- 
inethyllliiazol vorgenommen, wobei sich zciglc, dass scl )s 
ein so geringes mg % Nvic von 2,2 bis zii 3,2 (Bchandlung 
der Tierc mil 150 mg 2mai UigUcb und Tubcrkulmprobc d 
Tage nacli Bebandlungsbcginn) cine bclrachllichc Hcrabscl- 
zung der Tuberkulinempfindlichkeii bcwirklc. 

Da die ■wachslumshcmmcnde odcr lolendc Wirkung die- 
ses Sloffes nach unseren Erfalirungcn crsl bei cincr Bliilkon- 
zentration von 5 mg % aufwarls cinlrill, isl cs zu vcrslchcn, 
dass man zur Erlangung cincr giinsligen Wirkung dcr Bc- 
handiung so grosse Dosen geben muss, dass man auf dcin 
schnelistmoglichen Wege dicse Konzenlralion errcichl, und 
cs isl auch zu verslchcn, dass die Wirkung am ausgespro- 
chensten in dcr priiallcrgisclien Phase isl. Bei cincr .sclnvii- 
cheren Konzenlralion wird die Obercmpfindlichkcil und da- 
durch sicherlich auch die Immuniliilswirkung abgcsclnviichl 
Oder aufgehoben. 


Es sei fornerliin kurz angofulirf, dass wir inittcls iiUraiierilonea- 
ler Einspritzung passender Dosen gorcinigicn Tuborkulins untei-' 
sucht haben, ob die Beliandlung don Tul)orkulinschock aufzuhcben 
vermoebte. Von einor vollstandigcn Aufliebung des Scbockes wai- 
niebt die Bcdc; abov os blicben docii melir von don l)obandeltcn 
Ticren am Loben als von den Kontrollon, und doi- Sebock trat auch 
in einem spatoron Zoitpunktc ein. Die zu unsei'cr I’erftigunp stolicn- 
de Zalil von Ticrcn war indcsson zu kloin, als dass wir cnlseliei- 
dendos Gewiebt auf dieses VerliaKen logon konnton. 


Von einem biologischen Standpimklc aus isl dieses Phii- 
nomen, dass man die Tuberkulinubcrcmpfindlichkcil durch 
parenlerale Behandlung mit dicsen Stoffen aufhcben kann, 
von grosslem Interesse. 

Hiermit kdnncn wir also noch ein Beispicl dafiir geben, 
dass erne Aufhebung der Tuberkulinemprindlichkcil von cincr 
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Herabsetzung der Immunitat begleitet ist. Die iibrigcn Bei 
spiele haben wir in 1) der Desensibilisierung, 2) der unzu- 
reichenden Ernahrung, -3) der Kachexie. 

Worauf dieses Phanomen eigentlich heruht, dafur kdnnen wir 
im augenblicklichen Zeitpunkte keine Erklarung geben. Es sclicinl 
spezifisch an die tuberkulose Infektion gebunden zu sein. nhig iml 
namlich versucht, ob man mit einer abnlicben Bchandlung von 
mit Pferdeserum sensibilisierten Meei-schweinchen mit Priip. 10 das 
Arthus Pranomen aufheben konnte. Die Meerscbweincben warden 
teils von dem Zeitpunkte an bebandelt, an dem die Sensibilisierung 
begonnen wurde, teils 8 Tage, bevor die Arthus’ Probe ausgcfiihrt 
wurde. In keinem Falle gab es eine Abscbwachung des Arthus’ 
Phanomens im Vergleich zu nicht-behandelten KontrolUieren. 

Bing hat ebenfalls das Blutbild bei teils tuberkulosen, teils nicht- 
tuberkulosen, langere Zeit hindurch mit Prap. 10 behandeltcn Mecr- 
schweinchen untei’sucht. Es wurde keine Anderung im Blutbildc 
nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass die erwiihntc Wirkung 
nicht auf einer unspezifischen Herabsetzung der Abwehri’eaktion 
des Organismus beruht. Das Problem ist jedoch bei weitem noch 
nicht durchuntersucht. 

Diese Versuche zeigen also, dass die Bchandlung mit die- 
sen Stoffen die Dberempfindlichkeit gegen Tuberkelbazillen 
herabsetzt, und dass das hdchstwahrscheinlich cine der Ur- 
sachen der geringen Entwicklung der tuberkulosen Prozesse 
ist, in gleicher Weise, wie wir es bei den tuberkulindesensibi- 
lisierten Tieren gesehen haben. Ausserdem hat es sich erwic- 
sen, dass eine erheblich geringere Konzentration des Stoffes 
im Blute notwendig ist, um die Bberempfindlichkeit des Or- 
ganismus gegen Tuberkelbazillen und hierdurch moglichcr- 
weise auch seine Immunitat herabzusetzen, als die Menge, die 
zur Hemmung oder Totung der Tuberkelbazillen erforderl 
wird. 

Wir haben hier offensichtlich das Problem vor uns, dem 
Ehrlich gegenuberstand, und mit dem alle, die sich mit Chcmo- 
therapie beschaftigen, zu tun haben, namlich der Relation 
zwischen der Parasitotropie und der Organotropic. 

Die bisher ausgefiihrten Versuche konnten uns indessen 
keine weitere Aufkiarung iiber diese Verhaltnisse geben, v>cs 
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Kalb K-ir m,sare allc. erproblc Tcchnik i. "“''"I'”’ 

,vclche bel so vklcn triihcrcn GckBcKhc.lcn m,s AufscKl, ssc 
iiber den Verlanl dcr Tuberkulosc nnlcr vcrschicdencn lie 
dingungen gegeben hal, - AufsebUisse, wclclic wir auf an- 
derc Weise niebt ballcn crballcn Koniicn. 


Dicse Versuchstcclmik bestoht dnrin, class wir die Vcrsucbslierc 
cine so fein vcrspriilitc! Emulsion von Tubcvkclba/illcn cumtmon 
lassen, class jedos Tropfeben nur cinen clnr.igcn odor bdehstens vor- 
einzelte T.B. entbiilt. Die Ticrc wcrclcn in vorscbieclcnon Zeitab- 
standen getotet; wic weitcr oben bcscbricbcn, worden cpianUlativc 
Aussaaten aus Lunge unci Mil/, vorgenommen sowic bistologiscbo 
Untersuebungen von Praparateii, die sowobl mil Zellenfcirbung nls 
aucb mit T. B.-Fiirbung bobanclclt sincl, urn biordurcb c'inc gennui'rc 
Kenntnis iiber die Weebselwirkung z.wiscben clem Organismus unci 
den Tubcrkelbazillcn unci iiber den Einfluss dcr Bcbainllung auf 
cliesc Weebsehvirkung zu crballcn. 


Insgesaml sind 4 derartige Vcrsuchc ausgefiihrl worden, 
dereii Resuitat wir hier kurz besprcchcn wollen. 

In samtlichen Inhalalionsversuchcn vcrslchen wir nnlcr 
Behandlung in der iiblichen Weise cine subkulanc Injeklion 
des in Gummisalzlosung eniulgierlcn Sloffcs in ciner Dosis 
von 333 bis zu 500 mg pr. kg Mccrscliwcinclicngcwichl 2inal 
laglicli. Ab und zu sind kleine Pausen in dicser Reliandlung 
vorgekomnien. 

Zuersl mochlen wir rein scliemaliscii in Fig. I da.s Haupl- 
prinzip in der Enlwicklung der Prozesse zeigen, wie cs mil 
Hilfe der bistologischen Untersucliung licrausgefundcn wurdc. 
Die Enlwicklung dcr Prozesse bei clem Konlrolllierc isl schon 


vorher beschricben worden. Bei den mil Priip. 10 bcliandcllcn 
Tieren Iral die Zellreaklion weil spalcr cin und war weil 
weniger ausgesprochen als bei den Konlrollcn. Sie besland 
hauptsachlich aus grossen mononukleiiren Zellcn, und cs gab 
keine oder nur wenige polynukleiirc Lcukozylen. 

Bei der spaleren Enlwicklung des Prozcsscs war cs daher 
auch selten, dass cs zu Abszessen oder Nekrosc kam, und die 

Iv.slar. Ausserdem gob cs cine bclrSchlliclic Hemmung 
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TabcUc 

Inhalationsversuch 1 . 
Prap. 10 (Sulfamethylthiazol) subk. in 










10 , 

lO-9-lOil. 1570. 

Gummisalzlosung 2inal taglich. 
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Bronch. dr. 


Scklion 


Luniic 


Mil/. 


0 Knotclicn. 
0 Knotclion. 


! 0 
(Jiiial nai. (Ir, 0 KikiIcIiph. 


cIoi)pcU 

lianfsamongross 


Eine Anzalil l)is zu niin i .Smal iiat. Cr. ll Kiioirlifii 
grosse Knotclicn. I 

^ irutia! nnt. C.r. (I KikiIcIicii. 


pul crhsengross Unziililigo l)is zu nun 
grossc Knotclicn. 


gut Iianfsnmon- 
gross 


Angcdoutcto Knotclicn 
'<Vi mm. 


0 

0 


knapp nusskcrn 
gross 

gut hnnfsamcn 


Zalilr. tcils konfluicr. his 
i^.u nini grossc Knotclicn. 



dopiielt 
hanfsamengross 


I'^inc Anzalil .y ] 
Pi-osso Kuotchon. 


bcrkuloscn Prozcsso yn r... 

T„sc 

<lass (lie Konlrolllicre dank ,ler' "‘''"■"I'lnnoii, 

sfande Sowcaei, aim7 diTverT '"""i.niim i,,,.' 

- ->cn.„.c„ odea nc , S':''"",'"’' 

Tleaen 
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Tabelk 

Inhalationsvcrsuv\> 2 . 
Prap. 10. 1) sul)k. 2mat. 


















//. 

22-104941. 1570. 

2) subk. + Inhalation 2mal. 
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Scklion 

13ronch. dr. j Liinne Milz 

doppoK. Imnfsamengross Kino Air/.alil pomdo nocli ' 0 Knolclion. 

siclitl). luiotclion. ' 

doppelt Imnfsnnicugross 0 | „ Knntcl.on. 

doppclt hanfsamongross 0 ; o Knotcl.on. 

■gut crbsengross fEino Anzahl kloino Knot- ' 0 Knutcl.on ‘ 

j chen. 

™»kcn, gross | a„ 

j oinigo /.usanunonfliosscMul. 
doppoU lianfsamcncrross 0 

low., „n„,s.„.ong™ss ; 0 ,u„„o,„.„. ■ „ 

doppelt lianfsamengross , 0 KnOtclion nr , 

it Knutrhnn. 

orbscngross , Kino Anzahl suhniiliaro 

— : — Kndtclicn. 0 Kndtclion 

gut crbsengross Hinzahlico 


orbscngross , Kino Anzahl suhniiliaro 

— ; — Knbtchcn. 0 Kiiolchon 

cS=r 

doppelt hanfsainengross i n 

^ ^ Iwiolchon. 

_;!:rf^ nfsa„,o, ^s ! ,'nd.u„„.g v„„ k„o,s„„, „ 

nusskerngross ruiizal.Hcn av.:, 


nussgross 

crbsengross 


nussgross 

erbsengi'oss 

crbsengross 


' Unzahligc zuin TeiJ ziisani- 

SS"’"' 

0 Knoicljon. 

/^usaminonfliossoiuJc snh- 
ibiharo Knblchon. 

sichll).'\"n(*,'tci,e,7'‘"'‘’ 

Jlcgiiunnule 

Knotclienbihlnng. 

; d Knoirlicn. 


1 

j 0 ^’^in'ilchen. 

"~i. 

j t) Knblclion. 


1 0 Knolrhen. 



UgMls8s„l.mll|„„K„6l. ! 

* ■ ■ -ii- 

0 Knotchen. 

"“"Sis"?!;;''""''' '<■>«• i 

'licsscS '■"'‘""nio,,. . 

0 Knotclicn. 














Tabelle 13. 

Inhalationsversuch 4. 














Tnbcllc IS (Forlsctzung). 
Inliainfionsvoi'fliicli 5. 
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TV r die hemmencle oder 

otende irkung des Stoffes auf die Tuberkelbazillen gleich- 

sam aufhdrt. Und wir finden dann, dass der Unterschied^l 
schen den behandelten Tieren und den Kontrollen sich melir 
Oder weniger ausgleicht. 


Fig. 7 gibt einige Mikrophotographien wieder, wclclie die 
Grdsse der Zellreaktion bei den unbeliandelten und den mil 
Prap. 10 behandelten Tieren darstellen. Fig. 8 weist ausserdcm 
noch einige Mikrophotographien bei starker Vergrosserung auf. 

Aus technischen Grunden war es uns nicht nioglich, die 
Prozesse mit der starksten Vergrosserung aufzunehmen, so 
dass man die erwahnte Beeinflussung der Tuberkelbazillen 


hatte sehen konnen. 


Obrigens ist das besser aus der Zeichnung (Fig. 1) zu er- 
sehen. 


Schliesslich sei noch angefuhrt, was die iibrigen Untcr- 
suchungen in dieser Serie ergeben haben. 

Wir wollen uns erst das Resultat der Aussaat anschen. 


Aus alien 4 Versuchen geht hervor, dass die Lungen in der 
ersten Infektionsperiode betrachtlich weniger Tuberkelbazillen 
bei den behandelten Tieren enthalten. Von ungefahr dem 24. 
Tage an gleicht sich der Unterschied mehr oder weniger aus. 
Dieses Verhalten beruht moglicherweise darauf, dass die Bak- 
terien bei den behandelten Tieren infolge des Fehlens cincr 
Icraftigen exsudativen Entziindungsreaktion auf der Stellc in 
den mehr chronischen interstitiellen Prozessen lokaiisierl 
W'erden, wahrend sie bei den Kontrolltieren zum grossen Teiic 
mit dem Alveoleninhalt durch Hustenstosse emporgebracht 
werden (man kann wdederholt die kleinen Bronchien bei soi- 
chen Kontrolltieren mit einer recht grossen Anzahl von Tu- 
berkelbazillen gefiillt sehen). Dahingegen zeigen die behan- 
delten Tiere, dass die lymphogene und hamatogene Ausstreu- 
ung erheblich herabgesetzt ist. Dass die lymphogene Ausslrcu- 
ung herabgesetzt ist, kann man beobachten, wenn man den 
Gehalt der Bronchialdriisen an Tuberkelbazillen untensucht, 
derselbe macht bei den behandelten nur einen kicmen Brucli- 
teil des bei den unbehandelten Tieren gefundenen Gchallcs 
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:nis. Dnss die hiiinnloKi'no Aussln'iiunf,' 1 i.t:iI.kvsH/ 1 
dlit cicli j!i oiKoiilIicIi :ius (Inn vonntslHinuini. (I:i t!u- ‘htlK'r- 
Iccll.anllcn jn ersl .!nrrl> (ins l.ymj.tivyslnn (Irinf.vn nu.ssn,. 
die >(ie (lie l$Iiitlt:ilin errt'ichni. ICv {,'elit in'!c‘'*-ni ;nirh 
dein sd.r lielniditliidini Dnlorsdiiede licnnr. uvleln-r l,.-i der 
Anssaal aiis der Milr. p-fundni wordni isl. 

In .sainlliehni V(•r‘•n(’lI^^t■^l•n pbl die Amsaat an*' dee 
Mil/, den sidicrslni uiul dentliehslni rnler '-ehicit j-uiseimi di-n 
lu'liaiuicdlni nnd nnlidiandellni 'I'icrni. 

Iin iilirij^cn }4dil anch nils den Taliellen <ia-- nleielie her'.ot' 
wic aus den Mikropln'tiiiiraphini. n.'imlieh da'.'' dir Kti'd.-li. n 
in den Lnntjen liei den lidiandellen Tieren rrheldieh "vpater 
cinlrelen und lidraclillirli Ideiner verldriiins aK lu i d< n K<<n. 
Irolllicren. Das fileidu- j^ill ehmf.dls v-ni dm Ur.>nehi:ddr u*- n 
und den inaUr<isU<ipi‘'Clt sielitharen l’rnre<.sen in din Mile . 

Ks nitigcn inx'li einip'e Ivinrdheilni iiei cirii \'et •■tielii-jt an* 
f^efiilirt werden: 


Iiii Itili.'dfitioiiiViT'tjfh I Tid' !!'■ 1 " ‘■■nitl 'ii S Kenn- ’t;.. r 
iiml I iH’liandelli’'' 'i ter M>r Al- ' ehlir d. s V’tiMiii.i -. an i-n 

I'rsactieii id'- Ttll-el J-.ldn-f, 

im Inlial:iti('ii'>\er-iii-!i '2 !>■ Ta!." !!*' IP •.mi.!' ft ' inn', d- ; 'i a (• 
in (lor til'lietien Wei*-'' tnit I’riii'iu.i'. It* i” iiMi'S- ii. a.m!'.'- ! 'an,.!!. 
lulSMT tirr Milikiitaiii'ii lleliainlhinr liii! I'r.q-. J" v. • iM.d V . iiiin 
cine liilialalinii run I'e.ijiatat l<i in Pin pnU. M-i.r;. in ' .(li. 
ill (lii“;em Vrr-tirhi' war die Iiilndaninr'siiPl.njn ■■■ Slain.-, >!.■- 
sanidirlic KnmroUtii re mn dm iS. 'lar la nini - dn Knr .-.iifni,- •.•m- 
den und ('in Teil \.,n tlm.-n i:. i:. i:, p; p.i i.,.., ^ ai. d. r in 

fiklion an tuliMKnld^i'r I’m iinninii' mu-im-i n. Xaiii!Si<!i w.,* • • i-.n 
luiitrlirii, einc so Uraitiv;.' Inirldmn rnin Sn ii. n .-n }.; i!;;-, i... tm i v,.. 
sclim aurli. ila'-s r-ini^'c d.-r mil I’rnp, In t- !i indrlMi I ., t. 
l.zw. IS.--..;!,, ,-.;,, m„l ."d. 'i'm-.- s. imd-lm. 


Dicso Verlaneenme der dam r I,,-! de„ l -Pand. !f< n 

ipi sirlieriirl. (wie mirl, miH d-m Seljium-le fund.' i.nw.iv-P' dr 
inif yunickriifnliim, dai-i dir nelmmlttnu' di.- i.raiiic- z.d!,. d.in.;; 

f-'cliciiiinl liat. welrlir in der Form rlm-r mlenind. 

den ■i'0,1 ,|er Konirolltierr infolm- vm Mane.-l nn 
(((■in l.inieenKcuclM. lier\ninef. 


Mil Heziie atif die p.idm lle!mmlhim,-!nei),oden .-eim,. 
die nur mit der snlikmane,, liimipritnim- I-elmnd.-tn 
<*u\as absriinitfon. 


" i‘"h, 
I u it* 
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r p‘trr s^'z. t 

vomT Gruppe mil Priip. 11 

^om 1 Tage an beliandelt. Der Grund dafiir, dass wir einige Tiere 

so spat wie am 10. und 26. Tage behandolton, war der, dass wir 
ausfmdig machen wollten, ob die Behandlung wirkte, wonn eine 
Allergie (bei der am 10. Tage begonnenen Behandlung) und lokalc 

Prozesse (bei der am 26. Tage begonnenen Behandlung entstandcii 
waren. . . 


Damit die letzteren Tiere eine moglichst leichte Tuberku- 
lose bekommen konnten, sodass die Lebensdauer lang -wurdc, 
setzten wir die Inhalationszeit der Tuberkelbazillcn bcrab. 
Aus diesem Grunde ist eine besondere Gruppe Kontrolltierc 
mitgenommen worden. Indessen zeigte es sich, dass die In- 
fektion trotz dieser Massnahme doch allzu kraftig geworden 
war, sodass es bei Beginn der Behandlung am 26. Tage den 
Tieren infolge ihrer tuberkuldsen Infektion sehr schlechl ging. 
Die Behandlung war deshalb auch ganz wirkungslos, und wir 
haben daher auch diese Gruppe Tiere und die entsprechcnden 
Kontrolltiere nicht in der Tabelle aufgefiihrt. 

In diesem Versuche starben 3 von 11 Kontrolltieren am 

21., 36. und 36. Tage an Tuberkulose, wmhrend 2 von den 
10 mit Prap. 10 vom 1. Tage an behandelten Tieren am 25. 
bzw. 32. Tage verendelen. Von den 10 vom 10. Tage an be- 
handelten Tieren gingen 4 am 21., bzw. 21., 29. und 36. Tage 
ein. Von den 11 mit Prap. 11 behandelten Tieren starben 3 am 

20., 33. und 33. Tage. 

Im ganzen gesehen zeigt der Versuch, dass die Behandlung 
vom 1. Tage an mit sow'ohl Prap. 10 als auch Priip. II eine 
gewisse Wirkung gehabt hat, obschon dieselbe nicht so nus- 
gesprochen wie in den iibrigen Versucheii ist, sowie dass die 
Behandlung vom 10. Tage an kein nennenswertes Resultal ge- 
geben hat. 

In Inhalationsversuch 4 (s. Tabelle 13) haben wir von den 
in den friiheren Versuchen gesammelten Erfahrungen aus dtc 
Behandlung in verschiedener Weise kombinicrl. 

Die 1. Gruppe wurde mit der iiblichen Dosis von Pnip. 

7 Tage lang behandelt, w’orauf zu 125 mg Priip. 18, 3ina 
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tiiglich 5 Tage lang, iibcrgcgangcn wurdc. Daiiacii wiirdc von 
neuem mil Prlip. 10 8 Tage lang forlgcscl..!. dann mU 1 n,p. 
18 4 Tage lang und zum Scliluss mil Prap. 10, Ins die Iicrc 
getolct wurden. In dcr Tabcllc isl das aufgcfuhrl i.nlcr: Prop, 
to abwcchsdixd mil Prap. IS. 

Eine zweite Gruppc isl mil cincr Miscbung von Praji. 10 
und Prap. 18 behandcll wordcn, und zwar im Anfang mil loO 
mg von jcdcm 2mal tiiglich und spiitcr mil 100 mg von jcdcin 
ebenfalls 2mal liiglicb. 


Ausserclom sincl einige Tioro ausscblicsslicb mil 200 mg von 
Priip. 10 2m<'il tiiglich wio tiblicli l)clian(loll wordcn, wiiliirnd an- 
dcrc Ticrc 125 mg von Priip. 18 3mal tiiglich und vom 18. 'I’ago ;ih 
die ublichc Dosis von pj’iip. 10 bckanien. 

Von 11 Kontrolltiercn starboti 5 am IS., bx.w. iiO., 117 . und 
GO. Tage iiach dcr Infektion — in den mcisten Fallen an Tu])erkii- 
lose, aber aucli an interkurronton Kranklioitom was besonders von 
den Tieren gait, die frub nacli dcr Inlektion eingingen. 

Von 10 nn't Pnip. 10 + IS bobandclten Tieren verondote 1 am 21. 
Tage infolge cincr inlcvkurrcnlcn Erkranknng, und von <lo!i 8 ab- 
wccbsclnd mit Priip. 10 und Priip. IS hebandelten Tieren star))en 
2 am 30. bzw. 17. Tage an Tuborkulose. 

Von G mit Priip. 10 bebandeltcn und von 0 mit Priip. 18 alh*in 
behandelton Tieren starb keins. 

Es gcUt hievans bevvov, dass die Bebandhtng mit Pva]). 10 abein 
die bestc Wirkung zeigic, wiilirond die Bohandlung nii( Priii), 10 4- 
IS und die weehsolweise Boliandlung mit Priip. 10 und IS einen etwas 
gevingeren Effokt hattc. 

Die Behandlung mit Priip. 18 alloin stand aucli in diesem Ver- 
suebe bctrilcbtUcb binter dor mit Priip. 10 zuriick. b:s ist nuigliclu 
dass dor Grund bierfur in dcr niedrigen Blutkonzontration zu su- 
clicn ist (am IS. Tage ist dicsclhc nur bis unf 3,-^ u^gSo gostiegen); 
aber da der Stoff in vitro eine anniiliornd vicrmal so grosse Wir- 
kung batte als Prap. 10, erseboint os nichl ganz unwnbrscboinliclK 
dass es sich niebt aussebtiesslieb inn eine Fragc der Konzentration 
handelt. 


urn Scliluss mag ein Versuch bcsprochen werden, in wcl- 
chem vvir C«/me//c-vakzinierle und infizierlc Mccrschvvoinchcn 
imt Praparal 10 bcbandclt haben. Allc Ticrc sind durch In- 
lalalion ernes humanen Slammcs infizierl wordcn Dcr 
»c.. bcsloM a.,s 6 Gn,ppc„ Mccrsch.einchc,,. Grpppe 1 l"] 



Tabelle -14. 

Inlialationsvei’such 5. 11-3-1942. 












188 


steht aus / unbehandelten und nicM-vakziniertcn Kontroll- 
tieren. Gruppe 2 setzt sich aus 7 vakzinierten und unbehan- 
delten Meerschweinchen zusammen. Gruppe 3 besteht aus 7 
vakzinierten Tieren, die nach der Infektion in der iiblkhen 
Weise mit Prap. 10 behandelt worden sind. Gruppe 4 bestchl 
aus 6 vakzinierten Tieren, welche 6 Tage vor der Infektion mil 
Prap. 10 behandelt worden sind. Diese Behandlung sollte den 
ganzen Versuch hindiirch fortgesetzt werden, aber 8 Tage nach 
Behandlungsbeginn und 2 Tage nach der Infektion waren die 
Tiere in die erwahnte Periode mit Oedembildung gekommcn, 
weshalb einige Tage Pause eingeschoben werden und in eini- 
gen Fallen die Behandlung ganz aufhoren musste. 

Wie man aus der Tabelle 14 ersieht, in der der Versuch 
wiedergegeben ist, hat diese Gruppe keine ganz so hohe Biul- 
konzentration wie die iihrigen behandelten Tiere gehabl. Mil 
dieser Behandlungsweise sollte untersucht werden, oh man, 
wenn die Uberempfindlichkeit gegeniiber Tuberkulin vor dcr 
Infektion herabgesetzt wurde, in negativer Richtung einen 
Ausgleich dafur fand, was die Behandlung in positiver Rich- 
tung leisten konnte. Die 3. Gruppe Meerschweinchen dient als 
Kontrolltiere fiir Gruppe 4. 

Gruppe 5 besteht aus 7 nicht-vakzinierten Meerschwein- 
chen, die in der iiblichen Weise behandelt warden, w'ahrend 
Gruppe 6 sich aus 7 nicht-vakzinierten Meerschweinchen zu- 
sammensetzte, \velche mit Prap. 10 in der iiblichen Weise 
und in den ersten Tagen zugleich auch mit intramuskularcr 
Einspritzung des loslichen Natriumsalzes von Sulfainelhyl- 
thiazol (100 mg 2mal taglich) behandelt wurden, urn .so 
schnell svie moglich nach der Infektion eine moglichst hohe 
Konzentration zu erzielen. 

Das Ergebnis ist aus Tabelle 14 zu entnehinen. Es geht 
aus derselben hervor, dass beziiglich der Anzahl der in Lunge 
und Milz vorhandenen Tuberkelbazillen kein nennenswcrlcr 
Unterschied in Gruppe 2, 3 und 4 vorhanden gewesen ist, d. h. 
dass bei den vakzinierten Tieren sich keine nennenswerte Wir- 
kung der Behandlung mit Prap. 10 gezeigt hat, wahrend wir 
in demselben Versuche eine Wirkung von Prap. 10 bei den 
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nicht-vakzinicrtcn Mcerscinvcinchcn gesolicn Iialicn, s. Gruppc 
1, 5 und 6. Dagcgcn haben wir keincn Unlcrschicd bci Grup- 
pc 3 und 4 findcn konncn; abcr da cs sicli iini so wcnigc licrc 
handelt, miisscn wir dicscn Versiicb mil cincr grdssercn An- 
zahl Mecrscbweincbcn wicderbolcn, bcvor wir iins mil Sicbcr- 
beil liber dicsc Fragc aiissprcclien kdnncn. 

In diesem Versuche Iiorlcn wir 16 Tagc nacii dcr Iiifck- 
lion mil dcr Bebandlung auf, um zu scbcn, ob wir dadurcb 
— zu dcm Zeilpunkle, an dcm, \vic wir in den iil)rigcn Vcr- 
sucben crfabren ballon, die Wirkung dcs Priip. 10 wcnigcr 
ausgesprochcn war odcr aufborlc — , dcr Wirkung dcs Slof- 
fes auf die Immuniliil cnlgcbcn konnten. indcssen zciglc sicli, 
dass sicb in den Ticren so grosse Dc])ols von Priip. 10 vor- 
fanden, dass die Blulkonzcnlralion, scll)sl 5 Tagc nach Bc- 
bandlungsscbluss, noch so bocb wie 4,8 — 4,9 mg % war. In 
andcren Versueben baben wr geseben, dass die Bhilkonzcn- 
Iralion sogar 3 Woeben nach Bcbandlungsscbhiss sicli um 
2.2 — 4.7 mg % beruin bicll. 

Bricbl man die in dicser Arbcil angcwandlc Bcbandlungs- 
forin, bei welcbcr Dcpols dcs Sloffcs gcbildcl werden, zu friib- 
zeilig ab, so errcicbl man daber das Gcgcnlcil von dcm, was 
man erslrcbl, indem die Blulkonzcnlralion so slack sinkl, dass 
die baklerienscbiidigcndc Wirkung ganz odcr Icilwcisc ver- 
scbwindcl, wiibrend die dcscnsibilisicrcndc ^^'irkung bcibc- 
ballen wird. 


Diskussion. 

Den rein biologiscbcn Gesamleindruck dicser Unlcrsuchun- 
gen konnen wir desbalb dabingchend zusammenfassen, dass 
es eine sidicre und ausgesprocbcnc Wirkung dicser Sloffc auf 
ic expenmenlellc Mecrschwcincbcninfcklion gibl. Es bandcll 

vL T Slcrilisierunc ,lcs Orgai.isin.is 

'on .i 3 .; erne Therapia magna slcrilisans isl also nicbl or- 
reicht Worden. 

Die erzielle Wirkung isl am beslcn bci den Sloffcn gc- 
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wesen, welche eine direkte tuberkelbazillenlotendc oder -hcni- 
mende Wirkung in vitro hatten. Innerhaib dieser Griippc von 
Stoffen wirkte Sulfamethylthiazol am kraftigsten; obschon 
dieser Stoff nicht so stark tuberkelbazillentotend oder -hem- 
mend in vitro gewirkt hat wie die iibrigen Stoffe, scheint das 
gunstigere Resultat nicht allein durch die etwas hoherc Kon- 
zentration erklart werden zu konnen, welche sich mit der 
angewandten Behandlungsweise im Blute erzielen liess. Wie 
aus den Tahellen hervorging, konnte mit dem Sulfalhiazol 
eine Konzentration von 3 — 4 mg % erreicht werden, wahrcnd 
mit dem Sulfamethylthiazol 5 — 8 mg % erzielt wurden. Da 
das Sulfathiazol indessen doppelt so stark in vitro wirkte als 
das Sulfamethylthiazol, miisste seine Wirkung auf jeden Fall 
ebenso gut sein wie die de's Sulfamethylthiazols, falls cs sich 
um ein rein quantitatives Verhaltnis handelte. Das gleiche 
gilt fiir das Praparat 18. Weiterhin haben wir gesehcn, dass 
die bakterienhemmende oder -totende Wirkung in den erslcn 
14 — 18 Tagen der Infektion am starkstcn ausgcpragt ist. 

Man kann sich deshalb fragen, was nun die Ursachc ist, 
dass dieser verheissungsvolle Anfang nicht ein weit bessercs 
Schlussergebnis bewirkt. Die natiirlichste Erklarung konnte 
die sein, dass die Stamme chemoresistent wurden. Indessen 
haben wir einige Versuche ausgefiihrt, in denen wir die Chc- 
moresistenz von Stammen gepriift haben, die von lange Zcit 
hindurch mit Sulfathiazol behandelten Tieren herriihrten. Kci- 
ner dieser Stamme war mehr chemoresistent, als sie urspriing- 
lich gewesen waren. 

Die Erklarung ist moglich, dass in einem oder dem andc- 
ren Zeitpunkte der Behandlung sich ein Komplex dieser Chc- 
motherapeutika und der Proteinstoffe des Organismus — evil. 
Tuberkelbazillen — in der Weise bildet, dass er im Bcsilze 
einer antigenen Eigenschaft bleibt. Dass so etwas wahrschcin 
lich sein kann, scheint daraus hervorzugehen, dass nach 8—1-1 
tagiger Behandlung der tuberkulosen Tiere cine schr kraf- 
tige, liber den ganzen Bauch sich ausdehnende Hautreaklion 
mit Oedem und Hyperamie, ja sogar Hamorrhagien, au In 
Diese Reaktion erscheint nur bei den mit Tuberkclbazi cn 
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infizicrten Ticrcii, imd cs isl inlcrcssanl zu Ijcobaclilcn, dass 
sic oft bcsonders stark an dcr Sidle ansgcindigl isl. wo die 
Iiifelvlion vor sicb gegangen ist, odcr wo zii cincin fruheren 
Zeitpunkte Tubcrkiiiin in das Tier cingespritzt wurde. 

Die Wirkung beslchl aiigcnschcinlich nicbl alicin in cincr 
Hcmmiing oder Tdtung dcr Tubcrkolbazillcn, sondern aucli 
in einer Becinflussung dcr Abwchrreaklion des Organisnuis. 
Nacli allcm zu urlcilcn, schcinl diese Wirkung in negaliver 
Richlung zu gclicn, und we man aus Fig. 1 uml Tabdlc 1 
crsidit, sind cs keine gcringen Kraflc, die durch die Aufhebung 
tier Dbereinpfindlicbkcil eliniinicrl werden. Fiir uns isl koin 
Zwcifcl daran indglich, dass wir (lurch diese Unlcrsucbungcn 
cinen Fingerzeig in der rcchlcn Richlung bekommen haben. 
Nun koinnit cs darauf an, mil Hilfc von Subslilulion vcrschie- 
dencr Gruppen in den erwiihnlcn Sloffen einc Frhdhung dcr 
parasitolropcn und cvcnlucll glcichzcitig einc Vennindcrung 
der organolropen Wirkung zu vcrsuchcn, da die Iclzlerc au- 
genschcinlich cine voile Ausnulzung ties Effcklc.s dicser Sloffe 
bei der (uberkuiosen Infeklion vcrhindcrl. 

Die Frage isl nun erlaubl, oh diese Rcsullale dazu bc- 
rechligeii, die gcnannlcn Praparalc zur Rebandlung von Tu- 
bcrkuioscpalicnlen anziuvendcn. 

Es isl cigenllich nicbl Sacbe des Riologcn, diese Frage zu 
beanlivortcn; iibrigens sind zablrcicbc Palicnlen mil Sulfon- 
amiden bebandcll worden, langc ebe ausreicbende Tierversu- 


che vorlagcn. Es e.xislicren aucb cinige Aufslclhingcn iiber die 
^yirkung, welcbc zwar nicbl umfassend sind, alier cigciUlicb 
eine rechl deutlicbc Spraebe sprcclicn. 

Die angcwandlcn Praparalc sind indcssen bauplsacblicb 
Sulfanilainid n. Sulfapyridin gewesen, von denen jedcnfalls das 
Sulfapyridin in unscren Versueben koine ncnncnswcrlc Wir- 
kung weder in vilro nocb in vivo gcbabl ballc. 

So fuhrt Ffl/m/'t/V/io) an, dass cr bei Nacbunlcrsucbungeu 
von 16 Palicnlen mil ernster Lungcntubcrkulosc, die mil Sul- 
fapyndm und anderen Sulfonamiden bebandcll worden xvaven 
pfunden hat, dass diese Falle cinen mchr maligncn und mebr 
angwiengen Verlauf der Tubcrkulose aufwicscn. Das gill he- 
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senders von den mit Sulfapyridin behandelten Palienten Es 
waren 10 behandelt worden, von denen 3 starben, wahrend von 
den 7.anderen 6 emen mehr oder weniger starken Grad von 
Progression, auf jeden Fall keine Besserung, aufwieson. Dcr 
Autor meint, dass man noch grossere Erfahrungen samnicln 
miisse, warnt aber bereits jetzt vor einem unkritischen Gc- 
brauch von Sulfonamiden bei Patienten mit Lungenluberkii- 
lose. 


Allison & Myers-°) haben 7 iiberwiegend exsudativc Fiille 
ohne Kavernen mit Sulfapyridin behandelt und aussorn sicli 
dahin, dass es auf jeden Fall keine giinstige, eber eine schiid- 
liche Wirkung gegeben hat. 

Andere Autoren, darunter Oscarsson-^), Nilsson--), Craw- 
ford-^) und noch mehrere, haben fiber das Ergebnis der Be- 
handlung mit Sulfonamiden bei Patienten berichtet, die aus- 
ser Tuberkulose noch Pneumonien oder andere Komplikatio- 
nen hatten. Sie sind sich alle daruber einig, dass diese Kom- 
plikationen niedergekampft wurden, ohne dass eine Verschlim- 
merung des tuberkulosen Prozesses eingetreten war. Da sie 
alle darin libereinstimmen, dass diese Komplikationen gewohn- 
lich die Tuberkulose verschlimmern, meinen sie, dass die Prii- 
parate zur Behandlung der Komplikationen, z. B. von Pneu- 
monie, angezeigt sind. 

Betrachtet man die Frage von einem rein biologiscben 
Standpunkte, so muss man sich vor Augen halten, was man 
im Tierversuch gesehen hat, namlich dass die Tuberkulin- 
uberempfindlichkeit und damit die Immunitat nach Beliand- 
lung mit den genannten Priiparaten herabgesetzt wird. FalKs 
das auch beim Menschen der Fall ist, konnte es darauf hin- 
deuten, dass man zur Behandlung komplizierter Lungenluber- 
kulosen eine intensive, kurzdauernde Behandlung unter ge- 
nauer uberwachung der Tuberkulinempfanglichkeit anwenden 
sollte, und zwar mit denjenigen Praparaten, die sich m dic- 
sen Untersuchungen als die wirksamsten erwiesen haben. 

Betreffs der unkomplizierten Lungentuberkulosen, bci de- 
nen man sich eine Behandlung der Tuberkulose als solcber 
denken konnte, meinen wir, dass man auf dem expenmente - 
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leu Wege weiterschreilen muss, chc man zuschlagl. Nur in 
Fallen, in welclien man sich dariiber klar isl, dass man das 
Recht hat, dem Palientcn cine Ictzlc Chance zu geben, z. B. 
bei einer tuherkulosen Meningitis, glaubcn wir, dass man von 
diesem Standpunktc abwcichcn darf. In cincm solchen Fallc 
muss man mit den genannten wirksamen Praparaten in sehr 
grossen und haufig wicderholtcn Dosen bebandcin, sodass cine 
so hohe und konstantc Blulkonzcntration wic mdglich cr- 
rcicht wild. 
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Fig. 7. 


AFoorschwcinchen 

Kontrollmeerschwcinchen. belmnclolt mit PWiparat 10. 

10 Tage. 






19 Tage. 















V 


27 Tage. 
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Fig. 8. 


Kontrollmeerschwoinchon. 


IMeerschwcinchen 
bohandclt mit Priipuvat 10 

14 Tagc. 


■>. f 








16 Tagc. 



19 Tagc. 




ABSTRACTS — ANALYSES — REFERATE. 

har Broinan: M(iuniskol;roppcns TopografisUa Analomi. Med pral<- 
tiska Tilliimpningor af Dozent Erik Ask-Upmark. (5i7 Sciton, 
3G5 tcilwcise melirfarbige Abbildungcn. Preis: gcb. 58,50 dan. 
Kronen). Ablen og Sonners Fbrlag, Stockholm 19il. 

Als Abrundung und Abschluss des grossen analomischcn Lchr- 
buchs ))i\Ianniskokroppen« I— III, das in den Jahren 193i— 193G er- 
sebien, bat I. Broman jotzt das Work »Manniskokroppcns Topogra- 
fiska Anatom i« Iierausgogeben, 

Jecler einzelne Abschnitt ist grundlich behanclelt, der Sloff ist 
vortreffiich geordnet, die Darstellungsform ist kiirz und klar und 
der Umfaiig entspricht fast den Examensforderungen an topogra- 
fiseber Anatomie, die von der Kopenhagener Universitat gefordert 
werden. Broman hat infolge seiner gi’ossen Erfahrung den Stoff 
von vielen, weniger wichtigen Einzelheitcn »gcsaubcrt«, und in Zu- 
sammenarbeit mit Ask-Upmark ist cs gelungen, den Absclinitten 
liber angewandte Anatomic einc vollstandig zeitcntsprccliendc Form 
zu geben. Das Bucli kann mit grossem Nutzen von Studenten und 
praktisclien Arzten gelesen werden, was wohl aucli die Meinung 
der Verfasser bei dor Zurechtlegung war. 

Das Bildmaterial ist — abgesehcn von einigen Bildei'ii — aus- 
gczeiebnet, es besteht teils aus neuen originalen Bildcrn, teils ist cs 
mit Sorgfalt aus einer Reihe auslandischcr Werko ausgcwahlt. 

Das Buch ist ein wertvollcr Zuwaclis in der Reihe der skandi- 
navischen Lehrbiiclier und kann empfohlcn werden. 

C. J. 3/. 


R. Melhodik und Ergebuisse forilaufcndcr BlutdrucU- 

schreibung am Menschen. 153 Sciten, U Abbildungcn. Preis 
R?sl. 9,— (geb. RM. 10,12). Georg Thicme, Leipzig 1942. 

Nach der Beschreibung der Apparatur werden die statischen 
und dynamischen Eigentumlichkeiten der Vcrsuchsanordnung be- 

14 ‘ 
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sprochen. Der Verfasser misst hei Menschen konlinuorlich den svsto- 
iisclien und diastolisdien Blutdruck (BT) und untersiiclii seine 
Sclnvankungen und sein Verlialten unfer verschiedonon Einwirkun- 
gen. 

Die Traube-Hering-Mayer’sclien Sclnwanlcungen (THM) werrton 
zvierst einer eingelienden Untersuchung unterzogen. Dabei stellt sich 
heraus, dass Faktoi'en wje die Co2-Spannung, psycliisclic Ehnvii-kung 
und reflektorische Eimvirkung auf die vasomotoriscljen Zentren fiir 
die Hdhe und Dauer der THM-Schwankungen von Bedeutung sind. 
Das Vevhalteu derselben zur Herzaktion, Pulsdruckumplitudc, zuin 
systolisclien und diastolischen BT und zur Respiration \\m\ erbr- 
tert. 

Nach Aniylnitriteinwirkurig erscheint zunachst cine leichtc Blut- 
clruckcrhdhung, die psychisclier Natur ist. Dariacli kommt cine Hei- 
absetzung, die beim systolisclien BT grosser ist a Is beim diastoli' 
schen. Dieser Unterschied verscliwindct bei wiederboller Eiinvir- 
kung, gleiclizeitig aber wird der Abstieg kleiner. Scldiesslicb wird 
oft eine leicMere Blutdruckerhohung angetroffen, die sick nickt 
beheben lasst, iveshalb vor der Anwendung von Amylnitrit ])ei liy- 
pertonie gewarnt wrd. Die Pulskuvve zeigt oft iiberdikroten Puls. 
BT und Puls sind unabhangig voneinander. Die Respiration wird 
zuerst langsamer, grosser und regelmassiger, dahach sclmeller und 
uni'egelmassig, 

Kap. IV, V und VI entliaiten eine sorgfaltige Beschreibung dor 
BT-Kurven bei Aschners Bulbusdruck bzw, Valsalvas Versuch und 

Bulbusdruckversuch. . 

Zum Schluss wird das Verlialtnis des Kreislaufs und der Respi- 
ration zum Breclireiz besproclien. 


F. Sob ye. 



AUS BEM STAATLICHEN SERUMINSTITUT KOPENHAGER' 
fPIBEKTOB: DR. J. OBSKO^ )■ 


UBER DIE COLIFLORA DES GESUNDEN 
MENSCHEN.") 

Von F. Kauffmann und Bcalc Perdu 
(Eingegfingcn bci dcr Rcdtiktioii am 18. April 1942). 

Das Problem, ob der gesundc Mensch in scinen Faeces 
stets denselben Coli-Typ aufwcise, oder ob ciii haufiger Weeh- 
sel der Coliflora vorkomme, gall bishcr als ungclosl. Dieses 
zeigt eine kiirzlich erschienene Arbeit von A. BoiviHf L. Corre 
und y. Lehoalt, in der diese Frage diskuticrl, aber niclil be- 
an hvortet wird. 

Beroits im Anfang serologisclier Untei’sucliungcn, in den Jahren 
1900—1903, haben einige Auloren, wic M. Jalta, A. Jladzicvsliy sowic 
K. Totsukfl, gef unden, dass die im Darm gesundcr IMcnschen vor- 
kommenden Coli-Bakterien serologisch nicht einheitiich waren; dock 
Sind diese Untersucliungen bei dem damaligcn Standc efer Serologic 
niclit vollig beweisend. In ncuercr Zoit liat sick — soM'cit uns bc- 
kannt — nur 0. Mikkclsen mit dieser Frage befasst, und zwar in 
seiner 1927 ersebienenen Monographic: »Undcrsogelser over de lios 
Mennesket forekommende Former af Bacterium coliu. Bei dcr Un- 
torsucliung zablreicber Einzclkolonien aus Faecesproben mehrever 
Personen land er in derselben Probe gleichzoitig inehrcre Coli-Ty- 
pen, die sich in kulturoller und serologisclier Ilinsicht von einander 
unterschieden. Audi bei der Untevsuchung verschiedenor Darmnb- 
sdinitte bei mcnschlichen Leiclien konntc er nicht nur in versebiede- 
nen Darmabschnitten, sondern auch in dcmselben Abschnillc ver- 
schiedene Coli-Typen nachweisen. 


*) Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden am 10. 4. 42 in dcr Diini- 
schen Pathologen-Vercinigung Kopenhagen vorgetragen. 
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_Trolzdem man also aut Grand dor Lllcralarangalicn d„„i, 
rechnen musste, dass verschiedene Coli-Typen in den Fog 
einas gosnnden Mensohen vorMman. so 

sicht dass jeder Mensch seinen eigenen Indhidual-Coli- 
Stamm besasse, der an ihn angepasst sei und in dauernder 
Symbiose mit ihm lebe. Urn uns iiber diese Frage ein Urleil 
bilden zu konnen, haben wir ein halbes Jahr lang unserc cige- 
nen Faeces in gewissen Abstanden baktcriologisch untersuchl, 
wobei wir uns nur auf die Coliflora beschrankten. Unsere Er- 

nahrung war zur Zeit der Versuche (September 1941 Fc- 

bruar 1942) die libliche und wurde absichtlich in keiner Wcisc 
geandert. Unser Gesundheitszustand war in dieser Zeit im all- 


gemeinen normal, wenn wir von 2 voriibergehenden Darm- 
storungen, auf die wir noch weiter unten zu sprechen kom- 
men, absehen. 


Technik der Untersuchungen, 

?. Knlturelle Untersuchungen, 

Die Faecesproben warden sofort nach Entnahme auf Drigalski- 
agar-PIatten (modifiziert) ausgestrichen, sodass zahlreiche Einzcl- 
kolonien entstanden. Sahen die einzeincn Kolonien allc gleich aus, 
so Avurden wahllos 2—6 Kolonien auf Agarplattcn abgeimpft. Salicn 
oinige Kolonien verschieden aus, so wurden auch diese abwciclien- 
den Kolonien berucksiclitigt. Von diesen Abimpfungen wurden er* 
neut — nach Aufschwemmung in Bouillon — Agarplatten angclegt, 
sodass zahlreiche einzelne Kolonien entstanden. Von einigon dicsor 
Einzelkolonien wurden dann neue Agarplatten angclegl, von denen 
die kulturellen und serologischen Untersuchungen ausgingen. Diese 
Aviederholten TJeberimpf ungen mit zweimaligcm Ausgange von Ein- 
zelkolonien erfolgten, urn Coli-Misclikulturen auszuschallen und urn 
die Kulturen an die Ziichtung auf kiinstlichcn Substraten zu gc- 
AYohnen. 

Die kulturelle Untersuchung umfasste folgendc Mcdicn: Verga- 
rungsrohrehen mit Liebigs Fleischextract-Bouillon als Grundlage mid 
folgenden Substanzen: Adonit, Dulcit, Sorbit, Arabinose, Xjloso. 
Rhamnose, Maltose, Salicin, Inosit, Lactose, Saccharose, Mannik 
Dextrose und Xylose. Die Rohrehen mit ^ramlit und Dextrose enl- 
liielten Garungsrohrehen zur Bestimmung der Gasbildung. 'crncr 
wurde zum Indol-Naclnveis ein Rohrehen mit trypsinverdauler 
Caseinbouillon beimpft sowie ein Rohrehen mit FeiTOCbloridgo a me 
fur H„S-Bildung und Gelatineverfliissigung. Ausserdem wurdcn - 
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Ammonnalirboden mit Dextrose imd Na-Cifrat sowie cine Brillant- 
grunagarplatte beimpft (Betr. Nalirboden-Recepte siehe bei F. haitff- 
■mann: Die Bakteriologie der Salmonella-Gruppe). 

Die Ablesung der Vergarungsrolirclien crfolgte tiiglich ini Laufe 
von 30 Tagen. Die Ammonnilhrboden ivurden nur 4 Tagc lang bc- 
obaclitet, die Gelatinerohrclien dagegen 6 Wochen lang. Die Able- 
sung der H,S-Bildung crfolgte nacli 2 Tagen, die Fcststellung der 
Indol“Bildung‘ nacli 1 Tagc. Alle untersuclitcn Kulturcn ai on gi ani~ 
negative Stabclien. 


5, Serologische Vntersiichimgen. 

Von alien Coli-Kulturen, die sich kulturcll von einancler untcr- 
schieden, sowie von mehreren Kulturen, die sich kulturcll einheit- 
lich verhielten, wurden Kaninchen-Immunseren hcrgcstellt, und 
zwar OJmmunseren. Ausserdem wurden von einer Reilie der Kul- 
turen Immunseren mit lebenden Bakterien und Formalin-Bouillon- 
kulturen hergestellt. 

Zur 0-Serumhcrstcllung wurden 20 std. Bouillonkulturcn benutzt, 
die 2^2 Std. lang auf lOO'* C. im Dampftopfe erhitzt waren. Zur 
Immunisierung mit lebenden Bakterien wurden 20 std. Agarkultu- 
ren angewandt, zur Immunisierung mit Formalin-Baktcrien 20 std. 
Bouillonkulturcn, die mit 0,5 % Formalin versetzt waren und dann 
20 Std. bei 37*^ C. gestanden batten. Die fertigen Immunseren wur- 
den mit 0,1 Voo Mertliiolat konserviert und im Eisschrank (+ 4® C.) 
aufgehoben. Fiir jedcs Scrum wurden mindestens 2 Kanincben be- 
nutzt, deren Seren gemisebt wurden. Im ganzen wurden 70 ver- 
schiedene Immunseren bergestellf, die in folgendcr Lisle verzeiebnet 
Sind. 


Lisle der Kaninchen-Jmiiiiinseren. 

I. K-Imminiscrcn (mit Coli-Stammen der Versuebsperson K her- 
gestellt). 

14 0-Inimunseren: K la, K Ic, K 5b, K 6b, K 8b, K 9a, K 11a, 

K 11c, K 12a, K 12c, K 13a, K 14a, K 14b! 
K 14e. 

8 Immunseren mit lebenden Bakterien hergestellt: K la, K 5b. 
. j 8b, K 9a, K 12a, K 13a, K 14c 

1 Immunserum mit Formalin-Bouillonkultur hergestellt: K la. 
Es wurden also 23 K-lmmunseren hergestellt. 


15 ‘ 
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"■ 2“"''” O- Vc.'SU.l,s„.rs.,. P. 

26 0-Imm«nseren; P la, P Ic, P 2a. P 3a, P Ga, P 6b, P Gc P 7.. 

P 7b, P 7d. P 8a, P 8b, P 9a, P 9b p ", 

P 10a, P lOb, P 11a, P lib, P lie p 19.; 

_ P 12b, P 13a, P 13b, P Ha, P He ’ 

H Immunseren mit lebenden Bakterien hergestelK; P la, P ic, 
P 2a, P 3a, P 6a, P Cb, P Gc, P 7a, p 7i), 

P 7d, P 12a, P 13a, P 13b, P He. 

7 Immunseren mit Formalin-Bouillonkulturen liorgcstcllt: P la, 
P Ic, P 2a, P 3a, P 6a, P 6b, P Gc. 

Es wurden also 47 P-Immunseren bergestellt, sodass wir im 
ganzen 70 Immunseren zur Verfiigung batten. 

Zur. Agglutination ^vurden teils lebende Agarkulluron (Auf- 
schwemmung in NaCl-Ldsung), teils 100®-Bouillonkul(uren und teils 
Formalin-Bouillonkulturen angewandt. Die Agglutination mit leben- 
den Bakterien wurde nacli 2 Std. 37® C. und 20 Std. Zimmertempe- 
ratur, diejenige mit 100®-Bakterien nacli 20 Std. Wasserbad 50® C. 
und diejenige mit Foi’malin-Bouillonkultui-en nacb 4 Std. Wasser- 
bad 50® C. abgelesen. Zur Absorption wurden teils lebende Agar- 
kulturen, teils 100®-Bakterien (1 Std. 100®) angewandt. Die Absorp- 
tion erfolgte 2 Std. bei 37® C. und 20 Std. im Eissebranke. 

Zur Bestimmung der, 0-Antigene wurden stets gekocbtc Bouil- 
lonkulturen benutzt, die in der Reagenzglas-Agglutination aiigesetzl 
und nacb 20 Std. Wasserbad 50® C. abgelesen wurden. 


Ergebnisse der Untersiichungen. 

Um die Versuchsergebnisse iibersichtlich darzustcllen, sol- 
len die Coli-Stamme, die aus beiden Versuchspersonen (K. 
und P.) isoliert wurden, getrennt aufgefiihrt werclcn. 

1. Die K-Stdmme. 

Die einzelnen Faecesproben wurden mit K 1, K 2 u. s. w. 
bezeiebnet. Wurden nun z. B. von dcr Faecesprobe K 1 drei 
versebiedene Kolonien untersucht, so wurden sie mit K 1 a, K 
l b und K 1 c bezeiebnet. Stellte sich bei der weiteren Untersu- 
chung heraus, dass die beiden Kulturen K 1 a und K 1 1) idcn- 
tiscli waren, so erhielten beide die Tj^penbezeichnung K 1 a- 
Die dritte Kultur, die niebt zum K 1 a-Typ gehortc, crhieit ( ic 
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Typenbezeichnung K 1 c. In der entsprechenden Weise crliiel- 
X A TfiiUiiren der K 2-Probe (K 2 a, K 2 b, K 2 c, K 2 d) 
S K 1 a, nacbdem sicb die IdenUtbl dieser 

Kuituren mil der K 1 a-Knltur herausgestellt hatte. In dcr 
Tabelle 1 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusa 
mengestellt. 


Tabelle ■/. 

YeTzeiehnis dev K-Kultuvcn. 


Faeces- 

probe 

Datum der 
Enlnabme 

Zahl der un- 
tersuchten 
Kolonien 

Zahl der gefundencn 
Serolypen 

K 1 

15. 9.41 

3 

K la(2x),Klc(lX) 

K 2 

20, 9.41 

4 

K la(4X) 

K 3 

21. 9.41 

2 

K la(2X) 

K 4 

28. 9.41 

2 

K la(2X) 

K 5 

3. 10. 41 

2 ' 

K la(2X) 

K 6 

8.10.41 1 

2 ' 

K la(lX),K6h(lX) 

K 7 

11.10. 41 

2 

K la(2x) 

K 8 

13. 10. 41 

2 

K la(lX),K8b(lX) 

K 9 

19.10.41 

4 

K la(2X),K9a(2X) 

K 10 

26.10.41 

1 

2 

K la(2X) 

K 11 

1.11.41 

4 

Klla(4X) 

K 12 

3. 12. 41 

4 

K 12a (4X) 

K 13 

3. 1.42 

4 

K 12a (4X) 

K 14 

1. 2.42 

6 

K12a (2x),K14a (IX), 
K14b (lX),K44e(2x) 

14 Proben 

15.9. 41-1.2.42 

43 Kulturen 

10 Typen 


Aus der Tabelle 1 geht hervor, dass 43 Coli-Kulturen aus 
14 Faecesproben der Versuchsperson K. zu 10 verschiedenen 
serologischen Typen gehorten. In der Zeit vom 15.9. — 26.10.41 
war der K 1 a-Typ vorherrschend, versclnvand dann jcdoch 
vbllig und wurde von mehreren anderen Typen abgelosl. Von 
43 Kulturen gehorten 20 zum K 1 a-Typ. 
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Die Faecesausstriche K 1 bis K 11 einscliliesslicli ergaben aiif 
Dngalskiplatten fast Reinkulturen von Coli (rote Kolonien) ‘ in dev 
Piobe K 12 traten einige blaue Kolonien auf, die sich bci naberer 
ntersuchung als Coli-Stamme mit verzogertor Lactosespaltung cr- 
wiesen, jedoch niclit serologisch untersucht wuvden. Dasselbc war 
bei der K 13-Probe der Fall, in der tiborwiegend normale Coli-Kolo- 
nien, daneben einige spat lactosevergarende Kolonien vorkamen. Die 
K 14-Probe enthielt fast nur blaue Kolonien und ganz vereinzeltc rote 
Kolonien. Es bestand seit 8 Tagen (ab 24. 1. 42) cine Obstipation, 
die etwa 2 Wocben lang anbielt. Ina Laufe der folgcnden Wocbcn 
verschwanden die blauen Coli-Kolonien allmahlich, sodass wicdor 
eine normale Coliflora bestand. 


Die O- Antigene der K-Stdmme. 

Zur Differenzierung der hier untersuchten Stammc wurdc 
die 0-AggIutination benutzt. Samtliche Kulturen wurden als 
gekochte Bouillonkulturen mit samtlichen zur Verfiigung ste- 
henden 0-Seren in der Reagenzglas-Agglutination gepriift. Die 
zu dem gleichen Typ gehorenden Kulturen agglutinierten in 
dem entsprechenden 0-Serum bis zum Titer und waren iin- 
stande, dieses Serum zu absorbieren. Ausserdem gehorten alle 
diese Kulturen zu demselben Vergarungstyp. In denjenigen 
Fallen dagegen, in denen kulturelle Unterschiede bestanden, 
gehorten die Kulturen zu anderen Serotypen, sodass man auf 
Grund der kulturellen Untersuebung eine vorlaufigc Gruppic- 
rung vornehraen konnte. t)ber die Ergebnisse der 0-Aggluli- 
nation gibt die Tabelle 2 Auskunft, in der nur die 10 sero- 
logisch verschiedenen K-Typen dargestellt sind. 

Die Tabelle 2 zeigt, dass die 10 K-Typen auf Grund der 
0-Agglutination in 2 Gruppen eingeteilt vverden konnem da 
7 Typen holie 0-Agglutinationstiter von mindeslens 1 : 5120 
ergaben, wahrend 3 Typen (K 1 c, K 9 a und K 14 a) niedrige 
0-Titer von 1 : 160 aufwiesen. Da ausserdem diese 3 Typen 
auf einander ubergreifende 0-Agglutinationen (bis 1 : 80) 
zeigten, kann hier kein Zufall vorliegen, zumal zur Imnmn- 
serum-Herstellung je 2 Kaninchen pro Stamm benulzt wur- 
den. Urn festzustellen, dass die 3 erwahnten Typen K I c, 
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K fla iind K Ma laisiichlich scrolof^isch vcr.schiedrn wanai, 
wurdcn Ahsorplionsvcrsiirhe ausgofiihrl, dio in der Tahallo 
ziisaniinongcfasst sind. 


TabrUr t, 

Krfjchjiixsv (Irr ()-Aififiutitintion. 




K Ic 
K 9a 
K l^a 


^^dnnminsm’n 

It' ^iIi^orMert tnlt i ic o., % t 

0 ! ® ! •'« i .so 

^ ’ 0 ! 0 ! 


_ K 1 r 
0 
0 

10(1 


K !» i 
0 
0 

W) 
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Unterschiede formelmassig ausdriicken, so kann man folcen- 
de Formein aufstellen: K 1 c = 1,2; K 9 a = 1,3 und K 14 a 
= 1,4. 

Die iibrigen 7 K-Typen sind — wie die Tabellc 2 zcigt 
— sehr deutlich von einander unterschieden. Ein slarkcrc.>; 
tlbergreifen findet nur zwischen K 12 a und K 14 e stall; dock 
zeigte der Absorptionsversuch, dass es sich hierbei urn ein 
gemeinsames Partialantigen handelt, sodass also beidc Typcn 
von einander verschieden sind. 

Zur KontroIIe wurden ferner mehrere Absorptionsvcr- 
suche, teils mil identischen, teils mil verschiedencn Kiillurcn, 
ausgefuhrt, die alle das erwartete Ergebnis halten. Kulliiren 
die zum gleichen Typ gehorten, erschopften das entsprcchcnde 
Serum restlos, wahrend andere Kulturen, die zu eincm frem- 
den Typ gehorten, das Serum unbeeinflusst Hessen. Irgend- 
welche Stdrungen der Agglutination resp. Absorption tralen 
bei der bier angewandten Technik nicht auf, sodass man in 
alien Fallen zu klaren Entscheidungen gelangte. 


Das kulturelle Verhalten der K-Stdmme. 

Die 43 untersuchten K-Stamme verhielten sich in folgen- 
der Hinsicht einheitlich: Alle wuchsen iippig auf Agar und 
triibten die Bouillon diffus. Keiner der Stamme wuchs auf 
Brillantgrunagar. Alle waren ammonstark, d. b. sie wuchsen 
auf Ammonagar mit Dextrose. Keiner der Stamme wuchs da- 
gegen auf Ammonagar mit Na-Citrat. 

Alle Kulturen spalteten Sorbit, 42 Kulturen am 1. Tagc, 
cine Kultur (K 14b) am 2.-3. Tage. Arabinose, Dextrose, 
Maltose, Mannit, Trehalose und Xylose xvurden von alien Kul- 
turen prompt gespalten. Alle Kulturen bildeten Gas aus Dex- 
trose und Mannit. Keiner der Stamme bildele H,S. Gelatine 
wurde von 42 Stammen nicht verfliissigt, 1 Stamm (K Oh) 
verflussigte spat und langsam die Gelatine. 

Lactose wurde von alien Kulturen prompt gespalten, dock 
kamen innerhalb des K 14e-Typ Stamme vor, die Lactose 
A-erzogert nach einigen Tagcn spalteten und auf DrigalsKiaBar 
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nncli 24 Sid. hlnii wiidiscn. Kcinor dor .Sliunmo .sp.iUdc Ado- 
nil und Inosil. Mil Ausnahmc dcs Sininmes K 1 c hildclcn 
allc Kulturcn Indol. Das alien K-Sliiimnen f<cnu'insnine Vor- 
iiallcn gdil uvs dor folficnden ZiisaminenslelUmg Uorvor: 

AdoniU Arabinose. Kvlose, Maltose. Inosil, .Mnniiil, Dextrose. 

-i-l '-i-i '!*» -•*" -i-' 

Trehalose, H;S. Aimiioii-Dcxtrose. Aminon-N'a-Cilr.it 
+' - 

Das VcrUallcn in Dulcil, lUiamnose. .Salicin nnil .Sneeharose 
war l)ci den einzeinen Stiiinmen ver.schieden und Kostatlele 
die Aufstcllung tnclircrcr Vergiirungslypen (sielic TahcIIe -1). 

Tahrllr 5. 

V<T/;nnnif/5fi;/irri det scrnlofitscli vvrsr}tird*'ni")) H^Ti/pru, 
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2. Die P-Stdmme. 

In der entsprechenden Weise, in der die K-Stainme bc- 
zeichnet sind, wurden auch die P-Stamme, die aus der Ver- 
suchsperson P. isoliert waren, benannt. In der Tabelle 5 sind 
die Ergebnisse dieser Faeces-Untersuchungen zusaninicngc- 
stellt. 


Tabelle 5. 

Verzcichnis der P-Kulturen. 


Faeces- 

probe 

> 

Datum der 
Entnahme 

^abl der un- 
lersuchten 
Kolonien 

p 1 

15. 9.41 

4 r 

P 2 

21. 9.41 

4 I 

P 3 

23. 9.41 

2 I 

P 4 

28. 9.41 

0 

P 5 

30. 9.41 

0 

P 6 

1.10.41 

4 

P 7 

8.10.41 

: 4 

P 8 

13. 10. 41 

2 

P 9 

20. 10. 41 

3 

P 10 

27. 10. 41 

2 

Pll 

3.11.41 

; ^ 

i , 

P 12 

2. 12. 41 

4 

P 13 

6. 1.42 

4 

P14 

3. 2.42 

1 4 

14 Proben 

15. 9.41-3.2. 42 

|41 Kulturcn 


Zahl der gefundenen 
Serolypen 


la(2X).Plc(2X) 
2a (4 X) 

3a (2X) 


6a(2X),P 6b(lX).PCc(lX) 
7a(2X),P 7b(lX),P7d(lX) 
P 8a(lX),P 8b (IX) 

P 9a(lX).P 9b(lX),P9c(lX) 

Pl0a(lX).P10b(lX) 

P 10a (lx), P lla2(X) P lic(lX) 
Pl2a(lX),P12b(3X) 

P 7b (4X) 

P14a(4X) 


22 Typen 


Aus der Tabelle 5 gebl ^^"versSoaen 

14 Paecesproben der Versucispe ' dor Vcrsuclis- 

.erologischen Typen ^ Typen yorherrsehend. 

person K. -ar ^ e “^rglfunden rvurdoa. Der 

da fast bei jeder Probe neue yp ^ „,a 

Typ 7 b. der ,„tersuehlen Kolonien ru die- 

6.1.42 wieder auf, wobei ane 
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scm Typ gehorlcn. Die boideu Probcu P 4 unci P f), die kcinc 
Coli-Baktcricn enlbicllcn, waren zur Zcil cincr Icichlai, 
sclmell voriibergebenden Diarrbocc cnlnoinincn ^vordcn. Ilicr 
befand sich auf den Plallcn cine Rcinkullur von grampositi- 
ven Kokken, die nichl niiber unlcrsuclU wurden. Die bacces- 
probc P 6 vom 1.10.41 ergab neben Kokken nur cinzclnc Coli- 
Koionien, die erst in dor folgcndcn Probe P 7 voin 8.10.41 
rcicblicb crschicncn. 

Die 0-Aniigcnc dcr P-Siammv. 

Die Ergebnisse dcr 0-AggUUinalion sind in dcr labcllc 
6 dargcslellt, aus dcr bcrvorgcbl, class cs sich inn 22 ver- 
schicdenc Scrolypen handcll. 

Die Tabcilc 6 zcigl, class die Mclvrzabl dcr P-Scren sebr 
spezifisch rcagicrle, da nnr cinige ^vcnige Scren, wie z. B. 
das Serum P 8 a, siarkcre iibcrgrcifcndc Reaktionen anfwic- 
sen. In alien solchcn Fallen, in clcncn siarkcre iibcrgrcifcndc 
Agglulinalioncn auflralcn, wurclcn Absorptionsvcrsnchc an- 
geslellt, die ergaben, class cs sicb bierbei nnr nm geincinsanic, 
kompicx gcbaulc Partialanligcnc bandcHe. Im Gegensalz zn 
den K-Slammen befanden sich iinlcr den P-Sliinitncn Iccine, 
die scbcvacb agglnlinicrl wnrclcn, da siiintlicbc 0-Sercn 
hohe Titer besassen. Mil Hilfc dcr 0-AggIntinalion licsscn sicb 
41 P-Slamme obnc Sclnvicrigkcitcn in 22 Tyjicn cinlcilcn. 


Das kultiirclle Vcrhallcn dcr P-SHimmc. 


Innerbalb der P-Slannnc %varcn die scroiogiscb vcrscbic- 
denen Sliimmc mcist aucb knllurcli von cinanclcr vcrscbicdcn, 
wabrend die scroiogiscb idcnlisclien KuUurcn slcls dassclbc 
kulturellc Vcrhallcn aufwicscn. 


Mit Hiife von Adonil, Dnlcil, Xylose, Rhamnosc, Salicin, 
Saccharose, dcs Indol-Niilirbodcns unci dcr Fcrrochloridgclalinc 
liessen sich vcrschieclene kulturellc Typen aufslcllcn, die in der 
Tabelle 7 Aviedergegeben sind. Das Vcrhallcn in den iibrigen 
Xahrboden gchl aus dcr folgcndcn Znsainmcnslellung hervor: 


Sorbil, Arabinosc, Maltose, 
+1 +1 

Trehalose, Gelatine, 

— w 


Inosit, 

— 30 


Lactose, 


Annnon-Dcxtrosc, 

+ 


Mannil, Dextrose, 
d-i 4-1 

Aninion-Citrat 
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Tabelle 6. 

Ergebnisse dev 0-Agglxilinaiion. 



Keine. der Stdn.me r/u^S:. 

iippig apf Agar; Bouilloa rvurde dittus gelruM. 

p - :dt"i x.. p . » ..ad p « » 

kulturell einheithch sind. 
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TahcUc C) (Forl?c(7.ung). 
Ergcbnissc dcr O-Agglulination. 
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Vergarungstypen 


Tabelle 7. 
der serologisch 


Typ 


P la 
P Ic 
P 2a 
P 3a 
P 6a 
P 6b 
P 6c 
P 7a 
P 7b 
P 7d 
P 8a 
P 8b 
P 9a 
P 9b 
P 9c 
PlOa 
PlOb 
Plla 
Pile 
P12a 
P12b 
PHa 


Adonit 


-^30 

^30 

-^30 

+ 

— 30 

— 30 
—30 
— 30 
— 30 

+ 

—30 

— 30 
— 30 
—SO 
— 30 

+ 

+ 

30 

~h 

— 30 
— 30 


verschiedenen P-Typeu. 


Dulcit Xylose nbamnose 


I 


+2 

-(+) 

— 30 

+ 

— 30 

—30 

+ 

+3 

+2 

+ 

— 30 

+ 

— 30 

_j-3-G 

+ 

—30 

— 30 
— 30 
— 30 

+ 

+ I 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-j-0.11 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
— 30 
+2 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+2 

+ 

+ 

+ 

+ 

-(+) 


Saifcin 


Saccharose j Indol H.S 


+2 

+2 

+2 

+ 

~(+) 

—30 

+2 

+2 

+ 

+ 

—30 

—30 

+2 

+ 

-(+) 

—30 

—30 


— 30 
—30 
—30 
—30 
—30 

~(+) 

+ 

—30 

—30 

—30 

—30 

—30 

—30 

—30 

—30 

—30 

—30 

-^742 

80 

—30 

—30 

—30 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

+ 


+ 


+ 


Zeichenerklarung: + = 
2 Tagen, — (+) = spat 
tiv, — 30 


positiv nacli 1 Tage, = positiv iiach 
und unregelmassig positiv, zuweilen nega- 
= negativ nach 30 Tagen. 


seren. In der Mehrzahl der Falle bestanden keine iibergreifen- 
den Agglutinationen; doch kam es in einigen Fallen zu schr 
starken Reaktionen, die in der Tabelle 8 dargcstelU sind. 

Durch Absorptionsversuebe wurde festgestellt, dass von 
den in Tabelle 8 aufgefiihrten Typen nur die beiden Typen 
K 12 a und P 6 c dasselbe 0-Antigen besassen. Dagegen waren 
die Typen K 14e und P 3 a im 0-Antigen verschieden, ob- 
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Tahcllc S. 


(Jbergrcifeiidc 0-A(jgMinolion. 


1000— 

Kultur 

0 -Immunscrcn 


K 11a 

K 12a 

K lie j 

P 3a 

P Gc 

P lOa 

K 11a 

5120 

0 

1 

0 

1 

0 

80 

K 12a 

0 

5120 

160 

0 1 

5120 

0 

K lie 

0 

640 

5120 

5120 

; 5120 

0 

P 3a 

0 

0 

I 5120 

1 5120 

! 0 i 

i ^ 

P 6c 

0 

320 

: 20 

1 0 

I 

1 2500 

1 0 

I 

P 10a 

1280 

0 

0 

; 0 

! 0 

1 

5120 

[ 


wohl sie gegenseitig schr stark agglulinicrl wurdcn. Die l)ci(lcn 
Typen K 12 a und P 6 c, die dasselbc 0-Antigcn cnlhicllcn, 
obwohl der Stamm P 6c vom K 12 a-Scrum mir bis 1 ; S20 
agglutiniert wiirde, untersebieden sicb kulturcll von cinandcr. 
Ferner besass das mit Icbcndcn Baktcricn dcs K 12 a-Slain- 
mes hergestellte Serum ein L-Agglulinin, durcb das dcr Ic- 
bende P 6 c-Slamm niebt agglutiniert wurde. 

In kultureller Hinsicht waren die Vcrgarungsformcln dcr 
Typen K la und P 3a dicselben; dock gehorten bcidc Kul- 
turen zu versebiedenen Serotypen. Wit* konnten also in kcinciu 
Falle denselben Coli-Typ bei beiden Versuebspersonen nach- 
weisen, sodass wir unlcr 84 Stammen 32 vcrscbicdcnc Typen 
gefunden haben. 


Vber H- und L-Antigcne. 

Da in dieser Arbeit festgestclll werden solltc, ob in den 
Faecesproben einer besUminten Person mchrcrc, vcrscbicdcnc 
Coli-Typen vorhanden waren odcr nicht, so geniigte die Fest- 
stellung verschiedencr 0-Aniigene, da diese allein die Ver- 
scbiedenheit der betreffenden Typen bcwicscn. Ob namlich 
diese Typen dann ausserdem nocb vcrscbicdcnc 11- odcr L- 
Antigene cnthieltcn, war in diesem Zusaminenliangc neben- 
^cbhdi. Handeltc es sich dagegen um Slamnic mil glcichcm 
0-Antigen und demselben kulturellcn VerhaUen, so war dcr 
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Schluss, dass diese identisch seien, 
nicht sicher bewiesen. 


zwar naheliegend, doch 


• Analyse der H-Antigene haben wir vcr- 

zichtet, da diese im allgemeinen schlecht cnlwickelt und 
schwieng 2U bestimmen Avaren. Als M-ir zu Beginn unsercr 
Untersuchungen die Beweglichkeit der Coli-Kultiiren an 20 
std. Bouillonkulturen bei C. oder Zimmertemperalur priif- 
ten, fanden wir fast nur unbewegliche Kulturcn oder hoch- 
stens einzelne bewegliche Individuen im Gesicbtsfclde. Die 
mit solchen formalinisierten Bouillonkulturen hergcslclllen 
Immunseren enthielten gar keine oder nur sehr scbivach enl- 
wickelte H-Agglutinine, selbst -vvenn man zur Rcagenzglas- 
Agglutination 5 std, Bouillonkulturen benutzlc, die gut bc- 
weglicb und mit 0,5 % Formalin versetzt waren. Im Laufc 
der Untersuchungen hatte es sich namlich herausgeslcilt, dass 
es notwendig war, junge Bouillonkulturen (ca. 5 Std. 37® C., 
mit einer ose einer 20 std. Bouillonkultur beinipft) zu bc- 
nutzen, um gut bewegliche' Kulturen zu erhallen. Ver- 
gleichende Untersuchungen an mehreren Stammen bei Zim- 
mertemperatur und 37° C., die zu verschiedenen Zeiten vor- 
genommen wurden, ergaben, dass die Beweglichkeit der Coli- 
Kulturen in erster Linie eine Zeitfrage, also koine Teinpcra- 


turfrage ivar. Trotz Berucksichtigung diescr Tatsache war 
aber ein grosser Teil unserer Kulturen unbcweglich oder 
schlecht be%veglich, sodass wir von einer naheren H-Antigcn- 
analyse Abstand genommen haben. 

Betreffs der L-Antigene sei auf eine vorhergehende Arbeit 
von F. Kauffmann verwiesen, in der die SondcrstcHung dicser 
neuen thermolabilen Korperantigene beschrieben isl. Es gehl 
aus dieser Arbeit hervor, dass die L-Antigenc bei gutcr Ent- 
wicklung eine 0-Inagglutinabilitat der lebenden Coh-Kultii- 
ren bedingen, und dass Immunseren, die mit lebenden 0- 
inagglutinablen Kulturen hergestellt sind, neben den 0-Agglu- 
tininen besondere L-Agglutinine enthalten. 

Eine vollige 0-Inagglutinabilitat (bei Reagenzglas-Agg «- 
UnaUon mit lebenden BaMcrien in 0-Sercn ab 1:20 ™rd""n • 
me sie bei Coli-Stammen aus Cystilis, Penlonil.s etc. luiififc 
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angetroffen wurae, war jedocli bci den hier unlcisuchlon 
Faeces-Staninien selten. Von 32 Typen waren nur 4 yolhg 
0 -inagglutinabel, einige schwach agglulmabel, sodass die O- 
Titer bei Anwendung lebender Bakterien liefer lagen als dic- 
jenigen, die mil gekochter Bouillonkultur erziell wurden. Dcr 
Nachweis von L-Antikorpern gelang nur bci den 4 Ininiun- 
seren, die mit lebenden, 0-inaggIulinablcn Baklerien liergc- 
stellt waren, sodass die L-Anligenc rcsp. Antilcorper bci dcr 
Typenbestimniung imsercr Faeccs-CoH-KuIlurcn kcinc wich- 
tige Rolle spielten und daher ausser Acht gelassen wurden. 


Besprechung dcr Ergebnisse. 

In Bbereinstimmung mit der Literatur ergaben die vor- 
liegenden Untersuchungen, dass die Coliflora des gesiindcn 
Menschen niebt einheitiich ist, sondern aus zalilrcichen, ver- 
schiedenen Tj’pen besteht, die tcils gieiclizeilig vorkommen, 
teils einander ablosen. So wurden bei dcr Vcrsuchspcrson K. 
aus 14 Faecesproben, die im Laufe cincs haibcn Jahres cnl- 


nommen waren, unter 43 Kulluren 10 vcrschicdene Coli-Ty- 
pen festgestellt. Bei der Vcrsuchspcrson P. wurden aus 14 
Faecesproben unter 41 Kulturen 22 verschiedene Typen iso- 
liert, sodass hier also die Mannigfaltigkeit der T 5 ^len noch 
erheblich grosser war. Da die K-T 3 'i)en niclit mil den P-Typen 
identisch waren, wurden also im ganzen unter 84 Kulluren 
32 verschiedene Tj'pen isolierl. 


Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass cine intcnsivcrc Un- 
tersuchung der einzelnen Faecesproben odcr haufigere Unler- 
suchungen walirscheinlich cine grosserc Zahl von Coli-Typen 
aufgedeckt batten. Aus ausseren Griindcn mussten wir uns 
aber auf eine begrenzle Anzahl von Kulturen, die kulturcll 
und serologisch untersuclit wurden, beschriinken. 

Vcrgarungslypcn Icislelcn folgcndc 
Suta,a„,„ Dieaslc. Adontl. D.Ucil, Rham„„s,, s'lich 

H S “““ “"‘c^chung nur Indol- und 


1C 
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nur 3 HjS-positiv waren. Nur 1 IVn v^»rnftcc;«)„ -i 

die Gelalme prompt vertliissigle. Mil Ausoalimc cincs cinti- 
gen Typ erfolgte die Lactosespaltung prompt; doch cnlhiell 
dieser Typ sowohl prompt als auch spat vergiirendc Varian- 
ten. Inosit wurde von keinem der gepriiften Slanime gcspal- 
ten. Keiner der Stamme wuchs auf Brillantgriinagar und aiif 
Ammonagar mit Na-Citrat, obwohl es sich in alien Fiillcn vw 
ammonstarke Kulturen handelte. 


In serologischer Hinsicht wurde die Typenzugeliorigkeit 
der Stamme mil Hilfe der 0-Antigene bestimmt. Zu diescm 
Zwecke wurden von alien Typen 0-Immunseren bergeslellt. 
die in der Reagenzglas-Agglutination mit gekocbten Bonillon- 
kulturen samtlicher Stamme durchgepriift wurden. Die Ag- 
glutinationsergebnisse wurden dann — soweit es nohvendig 
war — durch. gekreuzte Absorptionsversuche konlrollicrt, wo- 
durch es in alien Fallen gelang, eine sichere Tj'pondiagnose 
zu stellen. Die iibenviegende Mehrzahl der T 3 'pen liefcrle bei 
Immunisierung von Kaninchen 0-Seren mit hohem Titer, der 
meist bei 1:5120 oder daruber lag. 3 Typen wurden jedoch 
schwach agglutiniert, da die erzielten 0-Titer bei 1:160 
lagen. Die Objektglas-Agglutination mit lebenden Kulturen 
zur Identifizierung von 0-Antigenen war unzuverliissig, da 
sie entweder negativ ausfiel oder bei starken Serumkonzenlra- 
tionen unspezifisebe Reaktionen ergab. Auf cine nahere Ana- 
lyse der H- und L-Antigene wurde aus den oben erortcrlen 
Griinden verziebtet. Es war niebt die Aufgabe dieser Unler- 


suchung, alle vorbandenen serologiscben Typenuntersebiede 
aufzuklaren, sondern es war das Ziel, festzustellcn, ob in den 
Faeces eines bestimmten Menseben stets derselbe Coli-Typ vor- 
handen wmr oder nicht. 

Diese Frage, konnte auf Grund kultureller und scrologi- 
seber Untersuebungen dabin beantwortet werden, dass .sicb 
im Darm gesunder Menseben oft mehrere Typen glcichzeitig 
befinden, und dass mit einem haufigen Wccbsel der Cob flora 
zu rechnen ist. Fiir die Existenz eines slndividual-Cohslam- 
mes«. der an seinen Wirt angepasst und fur sein ohlcrge- 
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hen verantwortlich sei, konnte kein Anhaltspunkl gewonnen 
werden. 

In diesem Zusammenhange erscheincn Versuchc ini Sinnc 
der Mutaflor-TIierapie von Nissle, beslimmtc Coli-Typcn dan- 
ernd im Darm anzusiedein, als wcnig aiissichlsrcich, zunial die 
Ursachen zalilreicher Darmslorungen vollig ungckliirl sind. Die 
hakteriellen Vorgange im Darm des gcsunden Mcnschen sind 
zweifellos sehr kompliziertcr Natur und bisher noch nichl 
nailer analysiert. Wir wollen dahcr auch darauf verzichlen, 
aus den Befunden bestimmter Abwcicliungcn, wic sie oben Iiei 
vorubergehenden Darmslorungen bcschricben wurdcn, irgcnd- 
welche Schliisse zu zielien. Zur Beanhvorlung dieser Fragen 
ware niclit nur eine naherc Kennlnis der Coliflora, sondern 
auch der iibrigcn Darmflora, speziell der anaerobcn Baklc- 
rien, notwendig. 


Ziisammenfassiing. 


1. Im Laufe eines halben Jahres wurden die Faeces von 
2 gesunden Versuchspersoncn je 14mai auf das Vorkomnicn 
verschiedener Coli-Typcn hin unlersuclil. Hicrbei wurden aus 
der ersten Versuchsperson 43 Coli-Slamme isoliert, die zii 10 


verschiedenen Serotypen gehorlen, wiilirend 41 Coli-Stiiininc 
aus der ziveiten Versuchsperson zu 22 verschiedenen Scro- 
typen gehorlen. Da diese Typen auch unlcr cinandcr ver- 
schieden waren, wurden im ganzen unlcr 84 Slainmcn aus 2 
Personen 32 verschiedene Typen fcstgeslclll. 

2. Wir haben es beim gesunden Menschen mil cincr man- 
nigfaltigen, slark weehseinden Coliflora zu lun und konnen 

0 m einer Faecesprobe gleichzcilig mehrere verschiedene 
LoJi-lypen nacliweisen. 
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Nachtrag bei der Korrektur: 

Wahrend des Druckes dieser Arbeit erschien eine Milteilung von . 
A. Boivin, L. Corre und Y. Lehoult (Compt. rend. Soc. Bioi. m, 257, 
1942) iiber die Coliflora des gesunden Menschen, die unsercn Bciun- 
den entsprechende Ergebnisse enthielt. 



SERUM PROTEINS DURING IMMUNIZATION.-) 

By ?I. Bjornchoc. 

(Received for publicaiion April 30tli, 10i2). 


Introduction. 


In a previous paper (1), the ■writer lias shown that in- 
tensive hnniunizalion of rahhils with forinalin-killecl jincuino- 
cocci may produce a considerable degree of hyiicrprotcincinia. 
The method employed in this work was based on the observa- 
tion that the antibody-globulin production in siniuUancous 
immunization with several pneumococcus types within certain 
limits is proportional to the ninnhcr of types. Thus the writer 
was able to show that the amount of antibody ])rolcin pro- 
duced on immunization with 5 types was about fi times as 
great as the amount of antibody formed on immunization 
with 1 tj'pe, when the amount of antigen per type was the 
same. If during immunization with a single pneumococcus 
type the dose of antigen per injection is increased, the anti- 
body concentration of the serum will he forced to maximum 
vatues relatively rapidly. But, the level of these maximum 
values does not change with the increasing dose of antigen, 
being dependent upon the character of the antigen, not on 
its quantity. So an excessively high antibody concentration 
of the serum may be obtained only by simultaneous immuniza- 
tion with several antigens. 

In the same w’ork, further enquiry w-as made into the rela- 
tion betw^een antibody protein and serum protein. It was pos- 
sible to demonstrate that the antibody production gave rise 
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an increase m the amount of serum protein ^vhich v-ilh 
ow antibody concentrations corresponded fairly well to the 
amount of antibody, while with high antibody concentrations 
this increase was somewhat less than corresponding to the 
amount of antibody. In the latter case, then, the normal sc- 
rum protein was reduced in amount and replaced by anti- 
body protein. In order to look into this phenomenon, frac- 
tionation of the serum proteins was carried out after Howe’s 
method, and it was found that the amount of normal globulin 
in these sera (that is, their total globulin minus the antibody 
protein) might be reduced to 0 when the antibody concen- 
tration was particularly high. In these cases the difference 
between total globulin and antibody protein might even be 
negative, i. e., it looked as if the antibody might be contained 
in the serum albumin fraction. For explanation of this finding 
the hypothesis was set forth that not all the globulin was 
determined on employment of Howe’s method. For variou-s 
reasons, moreover, this method seems unsatisfactory — for 
instance, neither the protein concentration nor p^ at the pre- 
cipitation of the globulin are taken into account and it would 
be rational, therefore, to check up the experimental results 
by emplosmient of another method for the globulin precipita- 
tion. 

In the present work a fairly thorough enquiry was made 
into the behaviour of the serum proteins during the course 
of an intensive immunization with polyvalent vaccine. 


Methods. 

The protein analysis on the sera is carried out as follows: 

The total amount of protein is determined as the difference 
between total nitrogen and rest nitrogen. Tlie total nhrogen is 
determined by microkjeldahl analysis ad modum Brechcr (2) on 
0.1 cc. of serum. The rest nitrogen is determined f 
with trichloracetic acid (0.5 cc. serum + 15 cc. 5 % 
acid) and analysis of the supernatant fluid after 
cate analyses- are made for total N as wel as ^ 

analysis is carried out after Henriques & Klauscn (3), 
anSses. After this method, which is based on the works of S. P. !>• 
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Sorensen, the globulin is precipitated at ^0 % saturation with am- 
monium sulphate, protein concentration 2.0 % and p^, 5.&. iJie 
anS pmtoin is"^ estimated after Heidelberger & Kabats me- 
thod (4), Slightly modified (5). This method is based on the fact 
that the antibody protein combines with the antigen when these 
two substances are brought to react with each other under suitable 
conditions. If, for instance, pneumococci with a known protein 
content are added to a pneumococcal serum, the antibody protein 
of this serum will combine with the pneumococci; when now the 
pneumococci are separated by centrifuging, the amount of antibody 
combined with them can be calculated by determination of their 
protein content. When the test is carried out with Suitably large 
amounts of pneumococci, it is possible, in this way, to absoib and, 
thus, to measure the total antibody content of a serum. 

In the work here presented the estimation of the antibody pi’otein 
in pneumococcal sera was carried out witli the following technique; 


Preparation of the Pneumococcus Sxispension for hinminizalion 
and Assay. 

The pneumococcus culture is made as given by Kauffmann, 
Bjorneboe & Vaitimen (C). After cultivation for 6 — 7 hours, the pneu- 
mococci are killed by addition of formalin, 2 % of a 40 % formal- 
dehyde. After centrifuging the pneumococci are washed several times 
with 0.9 % salt solution. The suspension is stored at 4® with an 
addition of 0.01 % merthiolate. 


Delermination of the Antibody Protein. 

To a given amount of serum, pneumococci are added in excess 
— that is, the protein content of the pneumococci must exceed or 
equal the antibody protein content of the serum. After 5 minutes 
tlie mixture is centrifuged, the sediment is washed twice with 0.9 % 
saline, and then submitted to a Kjeldahl analysis. The nitrogen 
content of the pneumococci is subtracted from the nitrogen value 
obtained m this analysis giving the figure for the nitrogen content 

In nfT. / pneumococci. Multiplica- 

In order to the amount of antibody protein, 

tl.e r. antibody has combined with 

he pneumococci, the test is repeated with the supernatant fJu 
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antibody content of the serum. Variations of tlie tcmpcratm-e !,t> 
ween 4 and 370 plays but a very slight role in 117“ Tn: 

about 20 Variations m p„ between 5 and 9 are of no significance 
to the outcome of the experiment. In the experiments reported l.erc 
Ph has always been between 6 and 8. The quantities of scrum and 
pneumococci are adjusted so that the amount of nitrogen for the 
Kjeldahi analysis is 1 — % mg. 

Experimental error; The standard deviation on delorminations 
of 14 mg. antibody protein is found to be 0.35. It is decreasing with 
smaller amounts, being 0.30 for 5 mg. of antibody protein, anti 
0.10 for 1 mg. 


In the present work some determinations were also made on the 
antibody protein content of Salmonella sera, s)i owing that it is 
pi'acticable to employ exactly the same technique for such deter- 
minations on these sera as on the pneumococci sera — with tlio 
one exception, that in order to get all the antibody combined witi\ 
the bacteria, it was necessary to employ about 3 times larger quan- 
tities of bacteina in proportion to the amounts of antibody as was 
used in assays of pneumococcal sera. 


Plan of Experiments. 

In the main experiment, a large and uniform group of 
rabbits were immunized xxitb polyx'alent pneumococcal vac- 
cine. At regular intervals during the immunization, a ralibit 
was bled, killed and autopsied. The serum and organs were 
examined chemically and histologically.* ) Subsequcnlly, 
similar studies were carried out in 2 smaller expcriiiiciital 
series, covering immunization with poljn'alent Salmonella vac- 
cine and immunization with a mixture of heterologous prote- 
ins. 


A. Immunization with Polyvalent Pneumococcal Vaccine. 

This experiment was carried out with 50 rabbits of Ibc 
serun, Institute’s own breed (race: white Dan.sh^couniry 
rabbit). At the commencement of the expenm , 


*) The histological findings will be reported 
paper by M. Bjorneboe and H. Gorrasen. 


in a sulweqncnt 
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weighed 2000-2100 g., and were 8-10 weeks old During 
the experimental period their feed consisted in beets, hay and 
a little oats. Of these rabbits, 40*) were immunized while 1 
acted as controls. Tlie pneumococcal vaccine consisted in a 
mixture of equal parts of the pneumococcus types: 6, 9, 11, 
13, 15, 17, 22 and 23. The density of the vaccine was about 
10® per cc. The initial dose of this vaccine was 2 cc., while 
all subsequent doses were 4 cc. On the 15lh day, however, 
the octuple dose was given by mistake: 32 X 10® pneumococci. 
The injections were given intravenously, in the ear vein, c\cry 


other day at 9—10 a. m. At suitable intervals during Ihe 
immunization — at first, daily, a rabbit was bled to death 
under ether anesthesia, by division of the carotid artery. 1 his 
was done at 2—3 p. m. After coagulation of the blood, the 
serum was separated by centrifuging and stored at 4®, with 
addition of 0.01 % inerthiolale. 


Results. 


The results are given in Table 1 . 

Fig. 1 illustrates the behavior of globulin during the im- 
munizing process. The ordinate gives the globulin concentra- 
tion; the abscissa, the imiminizing time. Each point cor- 
responds to one animal. The globulin concentration is seen 
to have been lowered a little during the first days. On the 
9th day an abrupt rise in the globulin concentration sets in, 
and throughout the rest of the immunization period it keeps 
at a very high level, up to 5 times the normal concentration. 


It IS to be kept in mind that the great variations in the 
form of the curve arc due, in part, to individual variations 
m the animals, as each point of the curve corresponds to one 
animal, and partly to variations resulting from the progress 
of the immunizing process. It will be noticed that the globulin 
Turmfr; “-/^^‘^ontinuance of the iinnninization 
normal level lakes place 


*) 9 of the animals died during iininunizalion. 



Table i, 

Bata of rabbits imvimiized xoith polyvalent pncxiviococcns raccinc. 


No. I Immunization clay*) 


normal (0) 
1 




Pro- 

1 

Albu- 1 

Globii- 1 

, Anlibocly- 

tein 1 

min I 

tin 1 

protein 

% 

% 

% 

Vo 


I Globulin 
jminm nnii- 
1 body pro« 

1 Icin 


9,65 

3,27 

6,38 

10,03 

2,96 

7,07 1 

5,82 

4,49 

1,33 

9,01 

4,03 

4,98 

7,82 

3,58 

4,24 

6,31 

3,25 

3,06 

7,21 

3,29 

3,9^ 

7,95 

2,28 

5,67 

6,45 

4,65 

1,80 

7,38 

3,70 

3,68 

6,68 

5,35 

1,33 

7,54 

3,16 

4,38 

6,16 

2,63 

3,53 

6,91 

5,06 

1,85 

6,94 

4,25 

2,69 

6,39 

4,74 

1,65 

7,29 

3,48 

3,81 

6,68 

5,09 

1,59 

5,45 

4,51 

0,94 

5,23 

6,66 

3,99 

4,79 

1,24 

1,87 

6,38 

1 5,19 

1,19 


*’ fllfwood was < 5 ™'™ , .normal. 10™. 






Globulin in immunized rabblto 
Antibody-protoin in immunized robblto 
Globulin in controls 
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Figure 2. 

Senimalbumin during Immunization with polyvalent Pneumococcus-vaccine 
(Immunization was discontinued after 92 days). 
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cannot be seen from this curve. In some special cxperimcnls 
the normal globulin concentration was, reached in 2—3 weeks 
after discontinuance of the immunization. 

The stippled curve in Fig. 1 illustrates the behaviour of the 
antibody globulin. It show’s that small amount of antibody 
can be demonstrated on the 7th day of immunization. From 
the 10th day the concentration increases markedly and fol- 
lows the variations in the globulin concentration, although 
the distance between these tivo curves is someivliat variable. 
It will be noticed that only hvo points on the antibody curve 
are found at a considerable distance from the globulin curve 
— namely, corresponding to the 10th and 11th days of im- 
munization — that is, corresponding to the first marked in- 
crease in the globulin concentration. The significance of the 
relation between the globulin curve and the antibody curve 
vvill be discussed below. 


The behavior of the serum albumin during the immuniza- 
tion is illustrated in Fig. 2, which shows that, after rising 
slightly for a few days, the albumin concentration falls off 
again, and then it keeps at a subnormal level throughout Ibe 
immunization. After discontinuance of the immunization it 
again reaches the normal level. The relation of albumin to 
globulin will be discussed below. 

Non-protein nitrogen values w'ere the same in imnuinizcd 
animals and in controls, on an average 0.36 mg N per cc. 


B. Immunization with Polyvalent Salmonella Vaccine. 

The immunization -was carried out with a vaccine con- 
sisting of equal parts of the following Salmonella cultures: 
Salmonella senftenberg, S. hvitlingfoss, S. aberdeen, S. kirkcc, 
S. cerro, S. poona, S. onderstepoort, S. urbana. These Sa^ 
monella types were selected because they all differ as to 0 
antigens. The cultures are grown on agar plates and 11 
„ ;?„dcd in saline and lulled ny addilion of ionna ,n. Pr.o 
,0 L immnniaation the vaccine is diluted lo a c s, y 
about I.* X 10» bacteria per cc. The vaccinc rvas lundb 
ished us by Dr. F. Kauffmann. 
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The experiment was carried out with 10 rabbits of tbe 
Serum Institute’s own breed (race: Avhite Danish country 
rabbits), 7 of which were immunized while 3 acted as con- 
trols. At the commencement of the experiment the animals 
weighed 2800 — 3000 g., and were 8 — 9 months old. Their feed 
consisted in beets, grass and a little oats. The injections were 
given intravenously, one dose of vaccine every other da5\ The 
initial dose was 0.02 cc., whereafter tlie dosage was increased 
by 100 % at each injection, up to 2 cc. This dosage was then 
maintained for a little over two months. Each animal was 
given altogether 40 cc. of vaccine (but No. 8 received only 
36 cc.). The animals were bled and autopsied as in Experi- 
ment A. The analyses for serum protein and antibody protein 
were likemse carried out as in Exp. A — in tlie case of 
antibody protein, however, with the modification mentioned 
under methods. 

Results. 

The results are recorded in Table 2 from which it wdll 
be noticed that they are similar to the ones obtained by the 
pneumococcal immunization: An enormous rise in the glo- 


Table 2. 
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n concentration m the immunized rabbits, and a fall ir 
the albumin concentration. Also the antibody conccnlratior 
reaches considerable values and, as in Exp. A, it appears l( 
follow the globulin concentration rather closely. Tliese animat 
were not examined until they had been immunized for abmi 
4 months, but serum analyses performed 5—6 weeks befon 
this time showed even then a considerable rise in the globulii 
concentration, and it may be that this marked rise has sc 
in even at an earlier date. , 


C. Immunization with Several Heterologous Proteins. 

In this experiment a mixture of horse, sheep and ox ser 
was used for the immunization. The sera were mixed so tha 
the mixfure contained equal amounts of horse, sheep and ox 
protein. The protein concentration of the mixture was 4.81 %, 
in which albumin made up 2,19 %, globulin 2.62 %. Altogether 
13 rabbits of the abovemen tioned breed were employed for 
this experiment, 10 for the immunization, 3 for control. At 
the commencement of the experiment the rabbits weighed 
2800—3000 g., and were 8—9 months old. The feed consisted 
in beets, grass and a little oats. 'Hie injections were given 
intravenously every other day, commencing with a dose of 
0.1 cc. and increasing gradually to 0.6 cc., whereafter this 
dosage xvas continued for nearly two months. After this, some 
of the animals were immunized further with single doses of 
3 cc. The bleeding, autopsy and protein analyses were car- 
ried out as in Exp. A and B. No antibody analyses were per- 
formed in this experimental series. 


Results. 

The results are recorded in Table 3, which shows that a 
marked rise in the globulin concentration of the serum was 
obtained only in 2 cases: in No. 30 and No. 37. In the other 
animals the globulin concentrations were normal or o 
slightly increased in relation to the findings m the controls. 
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Tn rabbits Nos. 30 and 37 the increase in globulin cannot 
conceivably be due to the heterologous globulin injected — 
as is evident from the following calculation. Tliese two animals 
received respectively 24.3 and 51.1 eg. of globulin. Setting 
the serum volume of the rabbits at about 100 cc., and 'sup- 
posing that all the successively injected globulin was accum- 
ulated (which is not very likely) it is easy to figure out that 
the highest conceivable globulin concentration that might have 
been produced by the heterologous globulin is respectively 
0.24 % and 0.51 %. From Table 3 it will be noticed that these 
concentrations are considerably smaller than the increase ob- 
served in No. 30 and No. 37. So it seems reasonable to assume 
that at least part of the increase in these two animals has been 
due to antibody protein. 



232 




tfiscussion. 


I. Serum Globulin and Antibody Protein. 

facf '''''' ® 

eg obuhn and antibody concentrations of the 

serum showed a tendency to run parallel, high antibody con- 



The relation between Serumglobulin and Antibody-prolein. 


centrations being accompanied by high globulin concentra- 
tions and low antibody concentrations by low globulin con- 
centrations. This finding is further elucidated in Fig. 3, in 
which all sera in A and B from immunized animals arc de- 
picted so that the ordinate represents the antibody protein, 
while the abscissa gives the globulin concentration. A line is 
drawn at an angle of 45°, and it crosses the abscissa at 1.3. 
It will be noticed that ail the points except for 2 (Nos. 2061 
and 2062 in Exp. A) are grouped round this line. This means 
that, with the two exceptions mentioned, all these points 
comply with the formula: Globilin concentration — 1.3 = 
antibody concentration, or, as 1.3 corresponds to the norma! 
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serum globulin concentration: the antibody formation is 
entirely an extra production of globulin. 

This finding has been checked up as follows. Calculation 
of the average globulin concentration in the controls in Exp. 
A and B gives 1.31 % (standard deviation 0.39). Calculation 
of the average normal globulin concentration in the immun- 
ized animals in the same experiments (i. c., the difference 
between the total globulin and antibods' globulin ) gives 1 .30 % 
(standard deviation 0.74). The difference between these two 
figures (1.30 and 1.31) is not significant. 

The standard deviation of the values obtained for the 
immunized animals — 0.74 — is rather large. This is due in 
part to the fact that the two animals. Nos. 20G1 and 20G2, 
showed a strikingly high concentration of normal globulin; 
and, presumably it is due in part to the circumstance that 
the magnitude of the normal globulin concentration in the 
immunized animals is calculated as the difference between 
total globulin and antibody protein. For, in this way, the 
error in the determination of both these two figures will as- 
sert itself in the standard deviation. In the controls the 
globulin concentration is measured directly, and hence it is 
more accurate. 


It looks as if the concentration of normal globulin in tlic 
7 adult immunized rabbits in Exp. B is somewliat lower than 
that observed in the j'oung animals in Exp. A (averaging 1.07 
in Exp. B, as against 1.35 in Exp. A). Something similar 
applies to the controls in the two experiments (average of 
0.95 in Exp. B, as against 1.42 in Exp. A). Owing to the 
small number of animals in Exp. B, however, nothing de- 
finite may be said about this apparent difference. 

From the findings in these experiments it seems justified 
to conclude that the antibody formation is entirely an extra 
production of globulin, provided that the glolnilin is measured 

Acta path. Vol. XX. 2 

n 
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In Exp. A, 2 animals, Nos. 2061 and 2062, differed dis 
mctly from the others by showing a very wide divergence 
Jetween the globulin concentration and the antibodv con- 
centration. Another striking feature in these two animals is 
eir very low' albumin concentration. These facts may con- 
ceivably he explained in various ways. A technical misliap 
may have happened to these sera, denaturing the scrum pro- 
teins in the preparation. This ivould increase the ^globulin, 
concentration at the expense of the »albiimin« concentration. 
Or a part of the globulin in these tw'o sera might really be 
antibody -which, on account of its low' avidity for the antigen, 
could not be measured after the method here employed. It 
has been demonstrated previously by Heidclberger and Ken- 
dall (7) and by Bjorneboe (8) that in the beginning of the 
immunization, under certain experimental conditions, the 
avidity of antibody protein for antigen is not the same as 
later on, suggesting that the reactivity of the antibody is 
low'er at first than later on. Consequently it seems quite 
conceivable that some »antibody« at a very early stage of 
the immunizing process might not at all combine witli llic 
antigen in any measurable degree. Finally, in the beginning 
of the immunization the antigen might conceivably give rise 
to an increased production of normal globulin. 

It has long been known that immunization is associated 
w'ith an increase in the globulin concentration of the serum; 
and previously, too, this globulin increase has been attributed 
to the antibody formation. Still, the prevailing view has 
been the one advanced by Marrack in 1938 (9), on the basis 
of his review' of the older and more recent literature: A new- 


formation of globulin appears to take place in response to 
antigenic stimulation, but only a part of this globulin is able 
to react with the antigen. The older authors did not think 
there w'as any particular connection between the increase 
in globulin and antibody formation, because no proportional- 
ity W'as found betw'ecn the rise in globulin and the antibods 
effect. Previously, however, the writer (10) has demonslratcc 
that W'ith pneumococcal antibody the effect per gram o an i- 
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body differs at various points of time during the immuniza- 
tion. So the absence of any proportionality between the glo- 
bulin increase and the antibody effect does not prove that 
these two phenomena have nothing to do with each other. 

In recent years a few authors have investigated this prob- 
lem by employment of quantitative chemical methods for 
estimation of the antibody. Boyd and Bernard (11) stale that 
ihe increase in globulin (during immunizalion) is greater 
than the amount of antibody produced, hut has a tendency 
to run parallel with the latter. Liu, Chow' and Lee (12) hold 
that usually less than one-half — and up to two-thirds at 
the most — of the increase in globulin in rabbit scrum 
under immunization wdth pneumococci is due to antibody 
formation. The divergence hetw'een these Iw’o works and the 
findings presented in this paper is presumably due lo dif- 
ferences in the methods emploj'ed for estimation of the anti- 
body — that is, as far as Boyd and Bernard are concerned. 
These authors did not employ Heidelberger’s original methods. 
The w'ork reported by Liu, Chow' and Lee has been accessible 
to the writer only as a brief abstract in which the methods 
w'ere not given. 

In a previous w’ork (1) in w’hich the w'rilcr employed 
How'e’s method for determination of globulin, it wms found 
that the difference betw’een the total globulin concentration 
and the antibody protein concentration in an immune scrum 
might be 0 or negative, i. e., that all the globulin — and 
possibly some of the albumin, too — might be present in the 
form of antibody. From these findings the writer arrived at 
the conclusion that wdth How'e’s method not all the globulin 
present in the serum was determined, since the antibody was 
proved conclusively to be a globulin. ^^Tth the method em- 
ployed in the present work, in wdiich the globulin is pre- 
cipitated at a protein concentration of 2 % and at p,, 5.5, 
the antibody has been found lo be entirely an extra produc- 
tion of globulin ~ a result which, at any rale, is not in 
conflict w'lth our knowdedge about the nature of the anli- 
ody. The establishment of the conditions under which the 


17 * 
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globulin determination on the serum has to be carried 
out is to some extent a matter of definition. Tlie writer pre- 
fers to employ Henriques’ and Klausen’s method, because il 
accurately gives all the essential conditions for the precipita- 
tion of globulin, and because, with this method, the writer 
has been able to obtain some results that are in no conflict 
whatever with our knowledge of the nature of antibodies. 

11. Relation between Albumin and Globulin. 

In Exp. A and B it W'as a striking feature that higli 
globulin concentrations w'ere accompanied by low albumin 
concentrations and vice versa. It will be appropriate now to 
discuss this fact. 

In Fig. 4, all the protein analyses in Exp. A, B and C 
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are plotted so that the abscissa represents the globulin, while 
Hie albumin is put down as the ordinate. The animals em- 
ployed in Exp. A — all young rabbits — are recorded as black 
spots, while the animals in Exp. B and C. which were all 
adult rabbits, are represented by circles. It will be noticed 
that with two exceptions (Nos. 2061 and 2062) the plotted 
points from Exp. A are grouped round the straight line even 
though their dispersion is rather wide. Calculation of the 
formula for this line after the method of least squares gives 
the equation; 2.45 A + G = 11.88. The points from Exp. B 
and C are grouped round a line, the formula of which, calcul- 
ated after the same method, is: 3.11 A + G = 16.23. 

So tliere is a relation between the albumin concentration 
and the globulin concentration, differing a little for young 
animals and for adult. In Fig. 4, in w'hich the delation from 
this relation is indicated by the dispersion of the points round 
the line, the form of the two curves illustrates how the two 
phenomena vary in relation to each other. The simplest ex- 
planation of this finding is that the relation is an expression 
for a regulatory mechanism that keeps the colloid-osmotic 
pressure constant or, at any rate, varying only xwthin cer- 
tain limits. Presumably the molecular weight of globulin for 
the rabbit, as in other mammals, is 2 — 3 times as large as 
the molecular weight of albumin (13). So, if the sum of the 
osmotic pressure of albumin and globulin is to be kept fairly 
constant, the relation between the albumin concentration and 
the globulin concentration will naturally be expected to lorn 
out just as expressed in the two equations cited above. 

If this conception of the relation between albumin and 
globulin be correct, the fall in albumin concentration during 
immunization as observed in our experiments may be ex- 
plained simply in this way; It is secondary to the increase 
in globulin and dependent upon the aforementioned regulatory 
mechanism. 

As far as the writer has been able to find out, the above- 
mentioned quantitative relation between the albumin concen- 
tration and globulin concentration of serum has not been 
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osmotic pressure is located. 


Summary. 

A large uniform group of rabbits were immunized inten- 
sively ^vith. polyvalent pneumococcal vaccine. At short inter- 
vals during the immunization, a rabbit was bled to death 
and the serum analyzed with regard to globulin concentra- 
tion and antibody protein concentration. The globulin analyses 
were carried out after Henriques’ and Klausen’s method. Anti- 
body protein was determined after Heidelberger and Kabal’s 
method, slightly modified. Similar studies were carried out 
on a group of rabbits that were immunized with poljTalent 
Salmonella vaccine. Finally, globulin-albumin analyses were 
carried out on a group of rabbits that were immunized with 
a mixture of heterologous proteins. 

These experiments gave the followng results: 

Immunization with polyv^alent pneumococcus and Salmo- 
nella vaccines gives rise to a considerable increase in the 
serum globulin concentration: up to 7 times the normal con- 
centration. When the globulin is measured after ficnriquc.s’ 
and Klausen’s method this rise in globulin concentration can 
be shown to be identical with the antibody protein. 

Immunization with several heterologous proteins produces 
in some of the animals (2 out of 10 rabbits) an increase in 
the globulin concentration that cannot be explained as due 
to the injected globulin, but presumably is due to antibody 

formation. • ,c 

Finally, it is pointed out that the considerable varia loi • 

m the albumin concenlralion (A) end globulin conccnlrahon 
(G) during the immunization on the whole follow a c c im 
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formula (for young animals: 2.45 A + G - 11.88; for aclull 
animals: 3.11 A + G = 16.23). This is taken as an expres- 
sion of a regulatory mechanism with the function to keep 
the colloid-osmotic pressure constant or, at any rate, varying 
within certain limits. 


Conclusions. 

The increase in scrum globulin during immunization is 
identical with the antibody protein, when the globulin is 
measured after Henriques’ and Klausen’s method. The fall 
in scrum albumin is secondary to the increase in serum glo- 
bulin and dependent upon a regulatory mechanism with the 
function to keep the colloid-osmotic ])ressurc within certain 
limits. 
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AVS DEM STAATLICHEN SEnVMIN^TJmr T-r^ 


ZUR DEFINITION DER SALMONELLA-GRUPPE. 

Von F. Kaitffmann. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 30. April 1912). 

Im Jahre 1934 hatte ich auf Grand der damals bckanntcn 
Tatsachen folgende Salmonella-Definition gcgcben; 

»Salmonellabacillen sind gramnegativc, sporen- und kap- 
sellose, meist bewegliche Bacillen, die auf den iiblichen Nabr- 
boden wachsen, die stets Dextrose mit oder ohnc Gasbildiing 
spalten, die dagegen Adonit, Lactose und Saccharose bei 
30tagiger Bebriitung bei 37® C. nicbt angreifcn, die Gelatine 
niebt verfliissigen, die hein Indol bilden und Antigcnc der 
Salmonellagruppe enthalten.« 

AIs dann neue Tatsachen bekannt wurden, die in bioebe- 
mischer Hinsicht (Lactose, Gelatine, Indol) dieser Definition 
widersprachen, babe icb alle kulturellen und biocheinischcn 
Einschrankungen aus ibr entfernt und ini Jahre 1937 fol- 
gende Definition gegeben; 

»Salmonellabakterien sind gramnegative Baklericn, die auf 
Grund ihrer Antigenstruktur in das Kaitffmann-Wliile-Schcnut 
eingefiigt xverden kdnnen.« 

Da diese Definition Anlass zu Missverstandnissen gcgclicn 
hat, will ich im folgenden versuchen, meine Auffassung kla- 
rer zum Ausdruck zu bringen. 

Die Definition von 1937 besagt nur, da.ss cs sich hicr uni 
eine serologisch zusammengehdrigc Gruppe gramncgalivcr 
Stabchen handelt, sie enthalt also keineswogs die Auffordc- 
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rung, Salmonella-Bakterien nur serologisch zu bestimmcn oder 
gar Kokken zur Salmonella-Gruppe zu rechnen, wenn sero- 
logische Beziehungen nachgewicsen werden. 

Uni solclie Missverstandnisse zu vcrliindern, will ich die 
Salmonella-Definition folgendermassen crweilcrn: 

»Zur Salmonella-Gruppe, deren serologischc Zusammcn- 
gehorigkeit im Kauffmann-White-Schema zum Ausdruck 
kommt, werden verscliiedene Typen gramnegaliver Baktcrien 
gerechnet, die durch bestimmte kullurellc, biocbemischc und 
serologischc Eigenschaften gekennzciclinel sind.« 

Man kann leider keine naherc Definition dieser Gruppe 
geben, da es sich niclit um eine scbarf abgcgrenztc Gruppe 
handelt, sondern um verscliiedene Typen, die aus praktischen 
Griinden zu einer Gruppe zusainmengefasst werden. Wie ich 
sclion an anderer Stelle sagte, gibt es in der Natiir koine 
scliarf abgetrennten Bakterien-Gruppen, sondern nur verschie- 
dene Tijpen, die einander naher oder ferner stclien, Deslialb 
bleibt niclits anderes iibrig, als ivilUdirlich bcstiiiimte Typen 
in Gruppen zusanimcnzufasscn, und zwar auf Grund inter- 
nationaler Vereinbarungen. 


Zusammenfassiing. 

Zur Vernieidung von Missverstandnissen wird cine envei- 
terte Salmonella-Definition gegeben, die folgendermassen lau- 
tet: 

»Zur Salmonella-Gruppe, deren serologiscbe Zusaninicn- 
gehorigkeit im Kauffmann-While-Schenm zum Ausdruck 
kommt, werden verscliiedene Typen granincgaliver Baktcrien 
gereclinet, die durcli bestimmte kulturelle, bioclicmisclic und 
serologischc Eigenschaften gekennzeiclinet sind.« 
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STUDIES ON THE SPECIFICITY OF PEMPHIGUS 
STAPHYLOCOCCI 

By Else Krag Andersen. 

(Received for publication May 8tli 19-i2). 

Numerous attempts have been made by means of bio- 
chemical as well as serological methods to classify and type 
the staphylococci, and indeed most of the authors Iiavc suc- 
ceeded in dividing the staphylococci into groups and types. 
But it has not been practicable to make comparisons between 
the various typings; nor is this likely to happen before the 
staphylococcal antigen nomenclature is established — cor- 
responding to what has been done already in the case of the 
Salmonella bacteria and pneumococci. 

In 1939 an epidemic of pemphigus coniagiosus neonatorum 
made its appearance in the Gynecologic-Obstetrical Depart- 
ment of the Sonderborg State Hospital. This gave rise to a 
bacteriological examination concerning the pemphigus sta- 
phylococci. 

Previously the etiology of pemphigus neonatorum was a 
much disputed question. Some investigators considered the 
lesion not infections, others ascribed it to streptococci, and 
others again attributed it to staphylococci, possibly in con- 
nection withh a virus. According to more recent investigations, 
however, we have to take it as established that Sfaphglococcus 
pyogenes aureus is the cause af pemphigus neonatorum — 
as is shown also by the studies to be presented here. Dr. J«cl 



243 


Henningsen, who was summoned in his capacity of Stale 
Epidemiologist, thought that this epidemic would afford ihc 
possibility of a differentiation between staphylococci which 
produce a typical epidemic lesion limited to the upper layers 
of the skin and other staphylococci which produce more deep- 
going lesions or are encountered as saprophytes in the nose 
or throat. 

If such a differentiation might he possible, it would imply 
the chance of demonstrating pemphigus carriers among the 
personnel, and thus a possibility of combating an important 
source of infection effectively. 

Previous investigators have not been able (o demonstrate any 
sure difference, serologically or biochemically, between staidiylococci 
cultivated from patients with impetigo, eczema or furunculosis 
(Lewandowsky (7), Epstein (2)). 

After Seedorffs classification of staphylococci, G strains of im- 
petigo staphylococci and 2 strains of pemphigus staphylococci were 
found to belong to Type I, the most frequent type, comprising G7 % 
of the 170 staphylococcal strains examined, most of which were 
staphylococci from deeper lesions as abscesses and furuncles. One 
strain of pemphigus staphylococci belonged to Type XI, comprising 
22% of the staphylococci examined, most of which originated from 
acne and acute otitis media. 


The technique here employed: 


Fermentation of Mannitosc, — One drop of a 20-hour broth cul- 
ture is transferred to meat extract broth containing ^ % manni- 
tose, with bromotliymol blue for indicator. Reading after incuba- 
tion for 24 hours at 37°. 

Plasma Coagulation. — Equal parts of 2% sodium citrate 
solution and rabbit blood are centrifuged. The supernatant plasma 
is distributed in tubes, 1 cc, in each tube. The tubes arc inocculalcd 
with 1 drop of a 20-bour broth culture. Reading after 4 hours and 
24 hours. 


Hemolysis on Rabbit Blood Plates. — The plates are prepared 
with 5 % washed rabbit blood corpuscles; first a thin layer of agar 

on top of this, a thin layer of blood agar. 
The plates are inocculated with a 20-hour broth culture in such 
a way that the colonies are located singly. Reading after 18—20 
hours incubation at 37®. 
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ormalm-buffer-saline. by intravenous inie^on oven St 
5 weeks, commencing with a dose of 0.1 cc., and increasing the 

“’j'^ction, tlie rabbits 

are bled to death, and tJie sera are stored in frozen state. 

Agglutination. — Tiie slide agglutination test is carried out with 
a ^U-hour agar culture and serum diluted 1:10. Tlie agglutinin 
titration is carried out with 1) formalin-killed antigen suspended 
to density 8 in 0.1 % formalin-buffer-saline and 2) trjiisin-digestcd 
antigen. The latter reagent is prepared by centrifuging 8 cc. of 
broth culture, and adding to the sediment: 1 drop of phcnolphllialin 
indicator, 2d rops of trypsin emulsion, and 3 drops of n/10 NaOH or 
sufficient for a strong red color; and this mixture is left standing 


for 11/2 hours at 37°. After centrifuging, the supernatant fluid is 
pipetted of, and the sediment is suspended in 0.1 % formalin-buflcr- 
saline to density 8, Agglutinin tests are made in the dilutions 
1 : 50, 1 : 100, 1 : 200, 1 : 400, 1 : 800 and 1 : IGOO the result being read 
after standing in ivater-bath at 50° for 20 hours. 

Absorption. — A foimalin culture is used for the absorption. 
The sediment from 6 cc. of a 50 X density 8 suspension is suspended 
in 3 cc. of serum diluted 1 ; 10, left standing at 37° for 2 hour.s. 
and then in ice-box till next day. In cases where the absorption 
has not been complete, the test is repeated with the homologous 
strain for complete absorption. 

Complement Fixation Test. — This lest is carried out with the 
technique given by Martin Kristensen (G) for gonococcal complement 
fixation. The antigen dose is determined for each staphylococcal 
strain, and the complement titer is detenninod daily for the variou.s 
doses of antigen selected. The following dilutions have been em- 
ployed: 1:C7, 1:200, 1:G00, 1:1800, and 1:5400. Total volume: 

0.5 cc. 


The Pemphigus Epidemic in Somlerborg in 1939. 

Cultures were made from pemphigus hullm and frmn the 
nose and throat of patients, mothers and personnel. Growth 
of staph, aureus was found in 100 % of the bulla cultures 
in 92 % of the nose cultures, and in 77 % of the Ihroa 
cultures. In the mothers, staph, aureus was found in /4 y, 
of the nose cultures and in 26 % of the throat cultures. Aiming 
the personnel, this organism was found m 15 % of t ic 
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cultures and 18 % of the throat cultures. The criteria of the 
diagnosis of staph, aureus were fermentation of mannitosc 
and coagulation of rabbit citrate j)lasma. 

In 1939 Cowan (1) divided the pyogenic staphylococci into 
3 main types by slide agglutination with sera produced by 
3 staphylococcal strains. These 3 ' strains, 2 furunculosis 
strains and 5 Sonderborg strains were further investigated 
now by fermentation tests, animal experiments and serological 
tests. 

Tlie fermentation power of the strains was examined with 
30 sugars, p^ being measured colorimetrically after incuha- 
tion at 370 for 2, 5, 7, 12 and 20 days. No difference could 
be demonstrated in the fermentation power of the 10 strains. 
With 4 strains electroinctical determination was made of the 
course of the acid production in 2 % glucose broth, pj, being 
measured after incubation at 37® for 1, 4, 8 and 16 hours. 
No difference could he demonstrated between the strains in 
this respect. 

Tests for virulence were carried out on mice with 2 bulla 
strains and 2 furuncle strains, each strain being injected into 
4X4 mice, subcutaneously in doses of 50 and 100 million 
staphylococci, intraperitoneally in doses of 200 and 1000 mil- 
lions. The mice were autopsied on the 3rd and 5th days. In 
the mice that were infected subcutaneously the extent of the 
reaction, redness, pus formation and enlargement of Ij’inph 
glands were noted. In the animals infected intraperitoneally 
cultures were made from the heart’s blood, liver, spleen and 
mesenteric lymph gland. No difference in virulence could 
be demonstrated. 

Depilated rabbits were infected by inlracutaneous injec- 
tion as well as by rubbing the culture into the skin, with 
employment of various staphylococcal strains (injection dose: 
0.1 cc. of density 8). The reactions produced by the bulla 
strains were small and well-defined; the reactions to the 
other strains were extensive. No reaction appeared after per- 
cutaneous infection. 

Rabbit immune sera were produced with the above-men- 
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«oned 10 strains; and agglutination tests and absorption cx- 
periments were performed. In spite of repealed attempts nvUI, 
inodifications of the technique, clear-cut results could not be 
obtained. Some agglutinations xvere granular, others flocciilar; 
some were quick in their appearance, others slow. Finally, 
there was the annoying drawback that the antigens of the 
formalin-killed bulla strains were sclf-agglutinaling. Classi- 
fication ad modum Cowan could not he carried through even 
with the technique given by him — owing to overlapping 
agglutination. Still, the writer succeeded in finding a sbiilla 
serum« which on absorption with a certain furuncle strain 
yielded a specific »bulla serum« that gave distinct and rapid 
agglutinations, especially in the slide tests. Wilh this scrum 
all the Sonderborg strains have been examined, besides 22 
staphylococcal strains isolated from material received for the 
preparation of autovaccine. All the bulla strains gave specific 
agglutination, and so did some of the nose and throat strains 
from patients and mothers, but none of the strains from the 
personnel, and only one of the autovaccine staphylococcal 
strains. 

As a result of these preliminary studies it could be estab- 
lished that all the bulla staphylococci from this epidemk 
were identical and different from the staphylococcal strains 
usually encountered. 

With a view to a possible change of phase, numerous 
solitary colonies xvere examined by the slide test as well as 
titration agglutination. In the slide test they all gave a strong 
reaction unth the specific scrum. On titration agglutination 
one colony showed a very low titer. Subcultures were made 
from this colony, and a new crop of colonies were e.xammci . 
Among these daughter-colonies, too, only one was oun o 

show a low titer. _ , 

As a sharp differentiation of staphylococci by means 

aggtalinalion and absorption had provod very 

pSments tvere tnode with contplemcnt 

Jnlianelle (5) had found eomplemenl 
classification of staphylococci, and in 193/ llegcm 
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arrived at tlae same conclusion. In 1925, on the other hand, 
Seedorff (12) divided 170 staphylococcal strains into 13 well- 
defined serological types, absorbing the serum with living 
washed bacteria. In my experiments tbe complement fixation 
method was found to give clear-cut results when the experi- 
ment was adjusted very carefully, and the absorption carried 
out with formalin-killed bacteria — as gently as possible. 
Absorption with living bacteria resulted in pronounced self- 
inhibition, i. e., the bacteria combined with complement also 
in the absence of specific antibody. All the bulla strains proved 
to be identical and to contain more antigens than the other 
examined staphylococcal strains of the aureus type. 

On agglutination and complement fixation without absorp- 
tion, all the staphylococcal strains reacted with each other, 
without any particularly great difference in titer. 

In passing, it is to be mentioned briefly that during the 
task of suspending some pemphigus sti’ains, I was infected 
myself by getting a little stain on the cheek. A bullous erup- 
tion appeared, and it proved rather refractory. Before I had 
paid any particular attention to it, I happened to transmit 
the infection to another person through a hand-shake. The 
specific pemphigus staphylococcus was isolated from both 
of us. 


The Pemphigus Epidemic in Sonderborg 194^1. 

On the basis of the gained experiences a new epidemic of 
pemphigus m Sonderborg was investigated more thoroughly. 
The material from this epidemic was collected from July 22nd 
to December 31st, and it comprised; 


26 bulla cultures from 26 patients 

67 nose and throat cultures from 42 » 

7 ^? ” ” ” ” 29 mothers of patients 

90 functionaries. 


The cultures were made with, cotton swabs on blood agar 
slants (after the condensation water had been pipetted off). 
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h s, the tubes were at once sent to the State Serum Insli- 
ute, where agar plates were inoculated from the primary 
tubes by rubbing the lower third of tlie agar slant with 
a new cotton swmb, and then make a few slight streaks on 
the agar plate with the swab. In order to get the colonics 
absolutely separate, additional spreading was made on the 
agar plate wdth an angular glass rod. After incubation at 
37 for 24 hours, a comparison \vas made of the numerical 
proportion of staphylococci on the upper part of the blood 
agar slant and on the. agar plate. Naturally it is of the greatest 
importance to the cultural results that the primary cultures 
are made as. carefully as possible. So I wish here to give 


my best thaiik's to Dr. Sparrevohn, Sonderhorg, for the ex- 
cellent primary cultures. ' 

Various investigations oh the capacity of the staphylo- 
cocci for hemolysis have given somewhat divergent results. 
Noggerath (8) designated the staphylococci capable of hemo- 
lysis on rabbit blood plates as pathogenic, the non-hcmolylic 
as non-pathogenic. Schottmuller (11) found some pathogenic 
strains that did not give hemolysis, but he used blood plates 
made with human blood. Julianelle (1922) found that all 
staphylococci, regardless of their origin, gave hemolysis on 
rabbit blood plates if only they xvere under observation suf- 


ficiently long. This was confirmed in 1938 by Flaiim (3), 
who further found that only about 50 % of the staphylococci 
isolated from infectious processes and none of the non-palho- 
genic staphylococci formed hemolysin in fluid culture media, 
although they all gave hemolysis on rabbit blood plates. Other 
authors have previously pointed out the difference in the 
hemolysin production of the staphylococci on blood plates 
and in fluid medium. 

In the work here presented the hemolytic power o ) 
staphylococci was tested against rabbit and sheep corpuscles 
in cultures on thin plates containing 5 % xvashed blood co - 

puscles and consisting of two layers: « J "" /’'tLsc 

agar, and, on top of this, a thin layer of blood agar. Thes 
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plates proved preferable to “Of ^ f * 

Uolysis ms read after incubation at 3/ tor 18 20 Iron 

The results are recorded in Table 1. 

All tire bulla staphylococci failed to produce a clear hem^ 
lysis on rabbit blood plates within this length of time (1 



Fig. '/. 

Hemolysis on rabbit blood plate by pemphigus stapliylococci, on 
the upper half of the plate, and ordinary staphjdococci, on the 

lower half. 


20 hours), whereas other staphylococci sho\Ycd^ this phe- 
nomenon in varying degrees. Fig. 1 shows nose and throat 
cultures on rabbit blood plate with growth of pemphigus 
staphylococci and ordinary staphylococci respectively. The 
colonies of pemphigus staphjdococci are seen to be surrounded 
by a slightly cleraing zone, whereas the other staphylococcal 
colonies are surrounded by a distinct zone of hemolysis. As 
transitions between these two phenomena may occur, hemo- 
lysis on rabbit blood plates may be considered only an orien- 
tating test in the diagnosis of pemphigus staphylococci. No 

Acta path. Vol. XX. 2 
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distinction could be made between pemphigus slaphvlococei 
and other staphylococci by means of the hemolvsis on sheet, 
Wood plates. ‘ ‘ ^ 

The hemolysin formation in fluid medium was examined 
by titration and by employment of the »micromelhod< in or- 
dinary 20-hour broth cultures and in 6-day broth cultures 
grown in a 20 % CO„ atmosphere. With the latter method 
of cultivation the carbon dioxide prevents the reaction of the 
medium from becoming alkaline, thus affording belter con- 
ditions for the formation of « hemolysin (Parker, Hopkins 
& Gunther (9) 1926; Flaum (3) 1938). 

The »micromethod« is carried out as follows: Equal parts 
of a broth culture and a 5 % suspension of washed rabbit 
corpuscles are mixed in dwarf tubes. The mixture is incubated 
at 37® for some hours, xvhereafter the hemolysis is read. 


Table i. 

Hemolytic Properties of Various Pemphigus and Ordmiry 
Staph. Aureus Strains. 


Sonderborg pemphigus pi. Throat culture 

» Bulla » 


>, 

» 

» 

» 

Haderslev 
» 


» 

» 

» 

» 

» 


» 

)> 

» 

» 


» J> 

» ' » 
» » 

» » 


Staph, aureus isolated from impetigo 
Sonderborg personnel. Nose culture 

Throat culture 
)> Nose culture 
» )) 

Autovaccine staphylococcus 


« 

» 

» 

» 


» 

» 


» 

» 



1 

2 

3 

•i 

17 .A 

0 

0 

0 

0 

30 BI. 

0 

0 

0 

0 

iOBl. 

0 

0 

0 

0 

41 Bl. 

0 

0 

0 

0 

52 BI. 

0 

0 

0 

0 

H 2 

0 

0 

0 

0 

H 20 

0 

0 

0 

0 

I 3 

0 

0 

0 

0 

10 B 

-f 

0 


0.003 

MB 

-f 

0 

+ 

0.05 

22 A 


0 

4- 

0.1 

29 B 

-f 

0 

4- 

0.2 

20 B 

4- 

0 

4- 

0.05 

A 030 

-f 

0 

4* 

0.025 

A 017 

“f 

0 

4- 

0.1 

A GJ8 


0 

'7“ 

0.05 


1. Hemolysis of 5 % a" ®thltr 

2. Hemolysis with the >>micrometh ^ ^ 

f ;; : : titra.io; method hy'ac-dayco: broth culture. 
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Table 2. 
Serology. 



























252 


Serum 2-1 B 


400 800 

- . 

1600 1600 

1000 IGOf) 

17A 

30 

0 0 

0 0 

0 0 

0 100 

100 100 
200 2(X) 

10 B 

14B 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

0 (T 

0 0 

22A ~ 

24 B 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

Antigens 


a,b,c 

a, b 1 .T 


As shown in Table 1, in no instance did the 20-hour broth 
culture give hemolysis, whereas the 6-day CO„ broth culture 
gave no hemolysis in the case of bulla staphylococci but a 
distinct hemol 5 'sis — even within one hour — in the case 
of the other staphylococci. 

Titration of the hemolysis was carried out with decreasing 
amounts of centrifuged broth culture in 0.5 cc. of salt solu- 
tion, with addition of 1 cc. of a 1 % suspension of washed 
rabbit corpuscles. The mixture was incubated at S?” for 1 
hour and then left standing in ice-box till the next day. In 
this test, too, the bulla staphylococci gave no hemolysis. With 
the other strains, the lowest hemolysis-producing dose was 
from 0.003 to 0.2 cc. 

In the slide agglutination test the bulla staphylococci re- 
acted with the specific pemphigus serum produced in 1030. 
But only a small rest of this scrum was left and the sta- 
phylococcal strain that had been employed for the ahsori*- 
tion and was stored in dry state had died. It was necessary, 
therefore, to undertake some new serological studies in order 
to find a specific pemphigus scrum. 

Immune sera were produced with 8 staphylococcal strains, 
4 of which were agglutinated by the .specific scrum from 
1939. The remaining 4 strains, which were not agglulinaled 
by this serum, originated from nose and throat cultures from 
the personnel in which their occurrence was abundant. As 
agglutination with formalin-killed, living or hcat-lullcc s ,i 
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phylococci had given indistinct results with overlapping ag- 
glutinations, I tried to use trypsin-digested antigens after Al- 
lison’s method, described by Rudd, White & Ward (10), who 
employed the method for the preparation of antigens of self- 
agglutinable streptococci. With this technique I succeeded in 
obtaining uniform and coarsely granular agglutinations that 
were easy to read. By cross-absorption and agglutination of 
the 8 sera produced and corresponding trypsin-digested an- 
tigens, the 8 staphylococcal strains could be divided into 3 
serological types. All the bulla strains were identical and 
contained antigens a, b and c; 2 nasal strains contained an- 
tigens a and b, and 1 nose and throat strain contained an- 
tigen a. 

After tliis, sera produced by immunization of rabbits with 
trypsin-digested bulla staphylococci and absorbed with sta- 
phylococci containing antigens a and b, have been employed 
for slide agglutination and titration agglutination of all the 
staphylococcus aureus strains collected, antigen c being the 
criterion for the serological diagno.sis of pemphigus. These 
strains were further examined for ability to coagulate rabbit 
citrate plasma, ferment mannitosc, and hemolyze rabbit blood 
corpuscles. 

All the bulla cultures in ail the cases here examined 
showed growth of the specific pemphigus staphylococcus in 
pure culture. In the nose and throat cultures this organism 
was often found together with ordinaiy stajdiylococci, and 
here the differentiation of the strains was greatly facilitated 
by the test for hemolysis on rabbit blood plates, as it was 
sufficient to agglutinate the colonies that did not produce 
hemolysis. Among the personnel, pemphigus staphylococci 
were found in 9 persons, in some of whom this organism was 
demonstrated in numerous cultures covering more than (i 
months. 


An illustration of the differentiation between the pem- 
phigus staphylococcus and an ordinary staphvlococcus is 
given m Table 4. 

In these invcsuealions a fev staphylococcal strains have 
been found that did not hcmolyac rabbit Wood and rvcrc not 
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Tnhle 3. 





1 >*’0. j % 1 

1 /. -1 nn 

1 7o " 


lies o[ Pcmphifiuf. 
19J1 

Slapli.!mrei.s j 

\o. 



Tabic 4. 

Studies on the Behaviour of a Pemphigus Staplnjlococcus ami an 
Ordinary Staphylococcus Awens as lo Plasma Coagulnlion, Man- 
nitose Fermentation, Hemolysis on 3 % Rabbit Blood Plate ami Ag- 
gluiinalion with Specific Pemphigus Scrim. 





PI j 

1 Mt. j 

1 S 1 

j Slide- j 

I apKlu- 
u'n. 1 

50 

m i 
j 1 


MM 

Bulla 

staph. 

17 A 

+ 


0 

+++ 

3 

3 

3 

3 .'1 i 

Ord. 

n 

10 B 

'h 

-f 

-h 

0 

0 

0 

0 

0 0 0 


agglutinated by the specific pemphigus scrum. Wlicllicr or 
not these strains are serologically reialecl to the peinpliigtts 
staphylococci has not yet been settled conclusively. 'J’Jicre 
may indeed he different serological types ^Yililin the >groui): 
of the pemphigus staphylococci. In order lo he able to form 
some idea about this question, studies were carried out on 
cultures from patients admitted to different hospitals with 
pemphigus and impetigo bullosa. 

Some cultures were received from Hadcrsicv in IDihb and 
these strains have now been examined thoroughly. The only 
two bulla strains from this material did not licmolyze rabbit 
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blood and were agglulinaled by pemphigus scrum, though 
only at a low liter. In the personnel of this hospital there 
was a nurse who was suspected of being a carrier because 
numerous nose and throat swabs from her had yielded giowlh 
of staph, aureus in pure culture. These strains did not bemo- 
lyze rabbit blood, but they were not agglutinated by pem- 
phigus scrum. 

From Marsclisborg Hospital cultures were received from 
two patients with pemphigus; they yielded growth of the 
ordinary staphylococcus in pure culture. 

From Rudolph Bergh’s Hospital cultures were received 
from 8 patients: 5 of these jlcldcd pemphigus staphylococci, 
3 ordinary staphylococci of the aureus type. 

The slightly divergent rcsulls maj' be due in jiarl to the 
circumstance that the cultures were not all made from a 
uniform patient material, and partly of inexpedient procedure 
in swabbing. 

From the Lying-in Department B of the Uigshospital, 
swabs were received from 3 patients, 1 nurse and 1 midwife 
with bullai on her fingers; they all yielded pemphigus sta- 
phylococci. Cultures from 1 nurse with an abscess on her 
chin showed ordinary staphylococci. As the first-mentioned 
cultures showed the same type of stajdiylococcus as Ibe one 
that had produced the epidemics in Sonderborg. and as pem- 
phigus occurred rather often in this department, nose and 
throat swabs were taken from the entire personnel, and 
among the 121 functionairies 8 were found to harbor in their 
nose and throat the specific pemphigus staphylococcus. 


Snmmanj. 

The purpose of the present studies has been to investigate 
the possibility of defining the cbaractcrislics of pemphigus 
sapiyococci within the staph, aureus group, and possibly 

us way reveal the presence of carriers among the per- 
sonnel in an infected milieu. ' 
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It has been demonstrated that il is a quite specific lvt,o 
of staph, aureus that has produced the epidemics in Iho 
Sonderborg Hospital and in the Lying-in Dcp. It. of tlic 
Rigshospilal, This staphylococcus can he demonstrated liy 
agglutination as well as by complement fixation with sera 
obtained by absorption of a bulla serum with staphylococci 
containing certain definite antigens. This demonstration is 
carried out easily and rapidly by the .slide agglutination lest. 

All the bulla staphylococci here examined have been tin- 
able to produce hemolysis on rabbit blood plates, whereas 
nearly all other strains of staph, aureus arc more or less 
capable of this hemolj'sis. 

By employment of trypsin-digested staphylococcal antigens 
it has been possible to divide the examined staphylococcal 
strains into 3 serological types, and — as was the main 
purpose of this work — to find such serological properties 
in the pemphigus staphylococci that these organisms can he 
differentiated from the usual strains of staphylococci. 

As to what antigens are destroyed by the trypsin digestion 
and their significance xvithin the staphylococcus serology, is 
a question that requires thorough investigation. 
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DEMONSTRATION OF ANTIGENIC 
RELATIONSHIP BETWEEN MICROCOCCUS 
CATARRHALIS AND GONOCOCCI 

By Alice Reyn. 

(Rcceivecl for publication May Utli 1912). 


Recently Bang & Krag (1) have reported some studies on 
the gono-reaction in medical patients, in which, among othci 
things, they found a pronounced correlation between chronic 
bronchitis and posUiue gono-reaction. Among the men who 
gave a positive gono-reaction and who was known probably 
to have suffered from gonorrhea, as well, 22 % were suffering 
from chronic bronchitis, Avhercas the corresponding figure 
for men with a negative gono-reaction was 7 %. Something 
similar applied to the female patients. Tliesc numerical pro- 
portions were treated statistically and found to be consider- 
ably significant. One of the explanations of this finding was 
that the chronic bronchitis activated or maintained the positive 
gono-reaction that originated from a previous gonorrheal in- 
fection •— in other words, that it involved a so-called y^anam- 
nestic seroreactioiu. The occurrence of anamnestic scro- 
reactions has been discussed a good deal, in particular 
previously', with a view to the serological diagnosis of typhoid 
fever and paratyphoid by means of the Widal rcactioii. 


Several autliors claim to have clcmonstratecl an anamnoslic scro- 
reaction on immunization with heterologous bacteria — Drover & 
\\alker (2), 1909; Conradi & Biding (3), 1910; Tsukakara (t)' 1921 
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- w)u-le otJiers, (c. g., Roshov (5), 1924) have merolv found iho titor 
increased when the immunization was carried out wi w ‘ 

In ?9lVR-''r'^ ^ ml*''" iinrm.nizntion 

In 1919 Bielmg (6) found anamnestic sororeacliou on injection o' 

typhoid bacilli into rabbits that had been immunized previouslv 
ui h dysenteiy bacilli (SIiiga-Kruse or Flexner Y), Recently Knuft- 
mann (7) has demonstrated an antigenic relationship between ."> 
types of the Flexner dysentery group and several Salmonella bac- 
teria, including S. typhi. This does not play any practical role, 
however, and it appears only in work with voi-y potent Salmonella 
0 sera. 

Kauffmann (8) has further showed that many cultures of colon 
bacilli contain Salmonella antigens, partly Vi and II antigens, partly' 
I! antigens or 0 antigens. Kauffmann & Langvad-Xielsen (9; fur- 
ther found that as a rule there was no antigenic relationship be- 
tween pneumococci and Salmonella species; an exception to this 
rule is found in pneumococci Type 35, the sera of u-liicli agglu- 
tinate S. kirkee. 


It is possible, therefore, that the bacteria designated as 
»heterologous« by’ earlier authors and claimed to have pro- 
duced anamnestic seroreactions in animal experiments actual- 
ly hax'e all had some antigenic quota in common wilh the 
bacteria employed for the first immunization. 

An altogether different type of anamnestic serorcaction, 
it has been claimed, may arise on immunization wilh different 
proteins and split products of proteins, etc., hut it would take 
us too far here to enter into these conditions. 

It is rather obvious to imagine the connection between 
bronchitis and a positive gono-rcaction as allribnlable to 
antigenic relationship between Micrococcus catarrhaiis and 
gonococci, as M. cat. is assumed to play a role in broncliilis. 

The pathogenccity of M. cat. lias hecn .somcwlial (li.‘'pu(e(l, how- 
ever. Some authors (c. g., Arlwright (10), 1907) have found M. rai. 
in normal secretion from the nose and throat, while other.s ID. j 
R Thomson (11), 1932) did not find »truo(( M. cat. in norma) na.'-a 
secretion or saliva, and hcncc the latter authors concluded lliai 
yi. cat. is of decisive significance to the prodnklion of oidinai> 
colds. This further opens the possibility of a connection wiiii broii- 
cliiti-s, wliich often accompanies or follows a cold. M. cat. ha^ in 
Iher been claimed to he able to produce: lucningiti-s conjimctiviiw. 
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sepsis, endocarditis, pneumonia, arthritis, and urethritis. Un- 
fortunately, the reported cases have not all hcen equally 
examined hacteriologicall}'. 

As to antigenic relationship between M. cat. and gonococci, the 
findings reported so far have been somewhat conflicting. In 1908 
Bruchner (12) performed agglutination tests on i\r. cat. with ineiiigo- 
coccal and gonococcal sera and found that M. cat. did not leact 
with these sera; the lowest dilulion of scrum employed was 1 : 100. 

■ In 1909 Elser & Huntoon (13) were able to distinguish between 
gonococci and M. cat. by agglutination only after absorption of 
the sera; they found that 6 gonococcal strains were agglutinated 
both by gonococcal serum and catarrhalis serum and even bj 
normal rabbit serum. Overlapping reactions between M. cat. and 
gonococci wore reported also by Wollstein (14), 1907; Verdcrame 
(15), 1912; and Kolmer & Brown (IG), 1914. On the other hand, 
Warren (17) in 1921 found no reaction between catarrhalis strains 


and gonococcal sera in simple agglutination tests. 

In 1929, Oliver (18) demonstrated, among other things, a iiositive 
gono-reaction in sera from rabbits that had been immunized with 
M. cat. In 1933, lessen (19) aridved at the same result but none 
of the examined catarrhalis strains reacted with sera from rabbits 
which had been immunized with gonococci. 

Both Oliver and Jesscu arrived at the conclusion that these 
overlapping reactions imply a risk of unspecific gono-rcaction in 
man, but lessen thinks that further investigation into these con- 
ditions is required. . 

Jessen examined a number of sera from adults with a pon- 
tavalent catarrhalis antigen, and found 30—10% of the subjects 
to give a positive complement fixation reaction. Sera from very 
jmng children, 0—4 years old, gave a positive reaction but ex- 
tremely seldom. Kolmer, Trist Yaglc (20) in 1919 found no normal 
adult subjects giving a positive complement fixation I'oaclion with 
M. cat. whereas 38% of influenza patients examined in this way 
gave a positive reaction. 


In 1934 Boor INIiller (21) produced precipitating sera against 
a protein and a carhohydrato contained, in meningococci, gonococci 
and JI. cat. They found that the protein from M. cat. and from 
the meningococci reacted with all three antisera while the protein 

seT gonococcal and meningococcal 

seia. There was no fixation between the carhohydralc from M. cal 
and antisera against the carbohydrate substance from meningococci 
.nd gonococc. Trypsin aisss,l„„ npoUsped „„ ovcrlnp, ' “ prS 

reacons bs„v.„, .,„..,nps„,.,n p„e„™„c.c., and . J.Sgp'rS; 
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the Neisseria, on the other liancl, the common nntiircn was me. 
ser\ed in spite of tryptic digestion. 

Gohring (1940) found positive gono-reaction in rat som after 
intrapentoneal immunization, among otlicrs, with M. cat., and 
positive complement fixation reaction in patients suffering' from 
gonorrliea when M. cat. was used as antigen. 

Recently, on the basis of tlje studies reporter by Jessen and 
otlier investigators, Krag (2S) tried out 10 catarrlialis strains which 
bad been isolated in the Vaccine Department of the Stale Sennn 
Institute. With these strains lie pcrfoi’med complement fixation 
tests analogous to the gono-reaction as given by Kristensen (21). 
The 10 strains differed greatly in their reaction: one strain, M. eat. 


465 had a particularly high reaction percentage; two strains had 
a somewhat lower reaction percentage; and the remaining strains 


showed practically no reaction. All these strains were tested against 
the same sera, which were picked out at random among the sera 
received by the Scrodiagnostic Department. 

M, cat, 465 was then tried out in complement fixation tests 
with human sera, some of which gave a positive gono-reaction 
while others gave a negative reaction. The reaction percentage of 
M, cat. 465 was somewliat higher in the group of tests carried ont 
with gono-positive sera than in the other, hut (lie difference was 
not statistically significant. There was no definite comlation be- 
tween the strengths of the gono-reaction and the catarrhalis re- 
action, respectively. 

While these experiments thus gave no definite information, tlicy 
were still suggestive of an antigenic relationship between gonococci 
and M. cat. — at any rate, some catarrhalis strains. 


If by immunization with M. cal. it proved possible lo 
produce a positive gono-reaction in rabbits which previously 
had been immunized vdih gonococci, it would correspond to 
the phenomenon: that patients who once had had gonorrhea 
were later exposed to the effect of catarrhalis antigen — for 
instance, in the course of an attack of bronchitis and in 
this way had their capacity for gono-rcaction activated. 


Writer’s Experiments. 

A total of 18 rabbits were immunized with various bac- 
terial strains; 9 of these rabbits had been immunized previous- 
ly with gonococci while 9 served as controls. In their pre 



261 


ffono-reacUon, while the ^gonococcal rabbils^ conslanlly gave 
a positive gono-rcaction. Thus the experiments were not car- 
ried out with »gono-ncgalivc« rabbits Inil with ral)bils giving 
conslantlj' a positive gono-rcaction, for these did not finally 
give any negative gono-rcaction, although they had not ])cen 
inununized for about 6 months. In the first two months after 
the immunization, the strength of the gono-rcaction fell off 
about 7 degrees'), but after this it remained constant for 
2—3 months. 

The following bacterial strains were employed for the 
present immunization: one gonococcal strain (No. 1M23), one 
M. calarrhalis strain (No. ‘IGa), one hemolytic streptococcus 
Group A strain (s-Aronson Schnitzcri), and one paratyphoid 
B strain (No. 16174/41). Thus tlie strains here employed were 
gonococci and M. cat., between which some antigenic rela- 
tionship might be expected, and two l)acterial siieeics wliieh 
probably had no antigenic relationship — neither mutually 
nor with gonococci and M. cal. 

Technique: The bacterial suspensions employed consisted 
of fornmlin-killcd cultures witli a density of about 1000 millitm 
per cc. The first injection of 1 cc. was given intravenously, 
the second and following injections all of 2 cc., likewise given 
intravenously. The first injection was given on .lamiary 21. 
1942; the following injections were given twice a week, the 
last one on February 28. TJic antibody content of the ser:j 
is measured by complement fixation, with the same tcchnicjue 
as for the gono-reaclion. 

All 18 rabbits were examined for all 4 reactions: gono- 
reaction, calarrhalis reaction, >Aronson< reaction and par.-i- 
typhoid B reaction. In every cxj)crimcnl, the reaction w.as 
earned out with all 18 sera. 

Prior to the present immunization all the rabbits gave 
negative calarrhalis, Aronson and paratyphoid reactions; the 

con ro s gave also a negative gono-reaclion, whereas the 


) Ibe ilogrco of the strength is 
titer of flic test ( 24 ). 


a logaritlnnic exiu-ession for lln- 
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1/27000 

r/9000 

1/3000 

l/IOOO 



G. R. 

Cat. R. 

A.R. 

Para B. R. 


= Gono-rcacliOTi 
= Catarrlialis reaction 
— Aronson reaction 
= Paratyphoid B reaction 


in^munization the 9 

„£ 4 gonococcal slram , „ ncgaln 

,ad a mntnal -''8™^;;° ,„„o.rcacUons vary.ng 

9 ^gonococcal rahmls g ^ ^ 

in strength - as ^>o«n .n F.6> „ 7(1 % 

It is to be mentioned hat of about 2-^ 

give a positive gono-reacUo , ,s s«n 

degrees, even “.rr^U-er' Inconvenient in .or. ag 

occasionally a * 
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nc.2 

G. R. = Gono-rcaclion 

Cat.R. = Cataniinlis reaction 
A, R. = Aronson reaction 
Para B. R. = Paratyphoid B reaction 

\vith gonococcal serology. Probably Ibis positive gono-rcaclion 
is due to bacteria related to the gonococci. I have looked for 
those bacteria, unsuccessfully. In a rabbit with a i‘spon- 
taneoiis« positive gono-rcaclion (about 6 degrees) 4 samples 
of blood were taken at intervals of about 1 month, and all 
gave a negative calarrlialis reaction. 

On the other hand, a positive calarrlialis reaction was 
never observed in any non-immunized rabbit. 

Figure 1 shows the course of the gotw-rcaclion and the 
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F/G.O 

G. R. = Gono-roaclion 

Cat. R. == Catarrhalis reaction 

A. R. = Aronson reaction 

Para B. R. ^ Paratyphoid B reaction 

catarrhalis reaction in 4 rabbits, 2 j^gonococcal rabbilsc anti 
2 controls. Now the animals are immunized with gonococci. 
All the rabbits have a iimyorm marked rise in (Her in the 
gono-reaction, and the 2 first rabbits (357^( and 705) ginc, 
in addition, a positive catarrhalis reaction of about 3 degrees. 
One control rabbit gives ultimately a suggestion of cntarrlialis 
reaction, whereas the other keeps showing a negative calar* 
rhalis reaction. The paratyphoid B reaction is negative in all 
the animals, whereas the Aronson reaction is someuhat un- 
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FIG. 4 

G.R. == Gono-renction 

Cat, R. F Catarrlialis reaction 

A, R. = Aronson reaction 

ParaB. R. == Paratyplioid B reaction 

certain in both of the previously innminizccl ral)l)ils*), but 
negative in both controls. 

Also Figure 2 shows the course of llic gono-rcaclion and 
catarrhalis reaction in 4 rabbits, 2 previously imm\nii?.cd and 
2 controls. These rabbits arc now immunized with M. cal. 
465. All 4 rabbits show a uniform marked rise in titer in the 
catarrhalis reaction andf in addition ^ the 2 's>gonococc(d rab^ 


*) This fact will subsequcnlly he investigated further. 

AcU path, Vol. XX. 2 


10 
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bits, show an increase in the gono-reaclion, nniomilinq i„ o„e 
animal to o degrees (tiler 1/108-1/674), in the other to S 
degrees (titer 1/36-1/108). Of the controls, one keeps givini; 
a negative gono-reaclion, while the other shows a suggestion 
of a positive gono-reaclion, hut no more than is often seen 
in rabbits that liavc never been imrminizecl. 7’hcsc rabbits are 
living yet and will later be hypcrininiunizccl with M. eat. 4I>,') 
It looks a little strange that they did not accpiire a positive 
gono-reaction — like the animals examined liy Oliver and 
Jiy Jessen but perhaps they slioiild have liecn innnunizert 
for a longer period in order to induce the reaction. Or, it may 
be that the positive gono-reaclions obtained by Oliver and 
by Jessen in »catarrhalis rabbits-;: were s-spontancoiis-i reac- 
tions which had nothing to do with the immunization. 

The paratyphoid B reaction is negative in ail the rabliits: 
and the Aronson reaction is here about the same as in Tabic 


1, 1 . e., practically negative in the two controls, and somewhat 
uncertain in the previously immunized animals. 

Figure 3 show's the course of the gono-reaction and .Aron- 
son reaction in 5 rabbits: 5 »gonococcal rahhits« and 2 con- 
trols. The rabbits arc immunized with the hemolytic strcj)t<t- 
coccus strain » Aronson Schnilzere. There is a uniform anti 
marked rise in the titer in the Aronson reaction in all 
animals, w'hereas the gono-reuction is constant or falling off 
in the three previously immunized animals, and negative in 
one control. The other control shows now a weak positive 
gono-reaclion to which no significance may be attached. 

The paraty'phoid B and catarrhalis reactions arc negative 
in all the animals. 

Figure A gives a corresponding survey of the reactions m 
5 rabbits immunized with paratyphoid B bacilli; 2 5 >gonococ- 
cal rabbils« and 3 controls. The paratyphoid B reaction shows 
a distinct rise in titer in all five animals, whereas the gono- 
reaction remains constant in the prcuionslij immunized rah- 
hits and practically negative in the three controls. 

The catarrhalis reaction and the Aronson reaction art 
negative in all the rabbits. 
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A bsorpiion Experiments. 

In connection willi these immunizing experiments, some 
absorption experiments were performed with the following 

technique: . 

The antigen employed for the absorption was formalin- 

killed culture, stored in buffer saline (pH 7.38) with an ad- 
dition of 0.5 % formalin; density about 20000 million per cc. 
Before the absorption the culture was centrifuged for 30 
minutes — rate about 3000 revolutions per minute — the 
supernatant fluid was carefully pi])ellcd off, and undiluted 
serum was poured on the sediment, 'then the culture was 
suspended in the scrum, and the mixture wms left standing 
overnight at -f 4°. Next morning the suspension was centri- 
fuged and the .absorbed scrum pipetted off. With this pro- 
cedure there is practically no dilution of the scrum in the 
absorption process. 

The present experiment comprises 17 sera from jialicnts 
with unquestionable gonorrheal infection. The sera arc picked 
out so that they all give a positive gono-rcaclion (degrees 
2 — 11). Of these patients 15 gave also positive calarrhalis 
reaction (degrees 3 — 7) while 2 gave a negative calarrhalis 
reaction. 


il/. cat. antigen (No. 465) was able by ahsorjilion of human 
gono-positive sera to remove a part of the gono-rcaclion. By 
increasing the absorbing dose il was possible to remove a 
greater part of the gono-reaclion as shown in Table 1. The 


amount of antibody absorbed was indciicndenl of the strength 
of the gono-rcaclion and calarrhalis reaction. The latter was 


completely removed by the smallest absorbent dose employed. 

On the other hand, a mixed gonococcal antigen (consisting 
of 6 serologically non-dclcrmincd strains picked out at ran- 
dom), w’as unable to remove any part of the calarrhalis re- 
action from the same sera, which all were calarrhalis-posilive, 
althoupi the gono-rcaclion was completely removed. For 
r ' ‘'Sis ^vc,■c ninilc .vill, a K 

gen an a sera Uial were bolh yono-posHive and ealar- 


10 * 
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Tabic /. 


Absorption of Human Gono-positivc Sera rrith .A/, fnf. fJo/iororri 
and Paratyphoid U llacilli. 


Absorption 

Dose per cc. 

Xo. of 

Average faUl in degrees of strength 

antigen 

of serum 

sera 

Gonoreactlon | 

('ntarrhalK reartion 

M. cat. 

40,000 million 

16 


Complel absorption 

y 

80,000 > 

17 


y t 

y 

1 160,000 ’ 

1 ^ 


y * 

Gonococcus 

40,000 million 

15 ' 

Complete 

absorption 

1 0 

> 

80,000 > 

15 

y 

0 

Paral5Thoid B 

40,000 million 

5 

0 

0 

y > 

80,000 » 

5 

0 

0 

1 


rhalis-positive, but absorption ^vitb this antigen caused no 
change in the two reactions. These sera gave a ncgal.ye para- 
lYplioid B reaction both before and after the ahsorpl.on. 
‘^None of Jessen’s 29 catarrhalis strains reacted ^Mth sera 
produced by immunization with gonococci. In 
I found that 5 out of 8 rabbits that were immunized ^^.tl dif- 
ferent gonococcal strains reacted with my catarrhalis antigen 
luh a^renslh of .-6 degrees. Prior lo .heir m, r.n.u.n, 
these rabbits gave a negative catarrhalis 

These conflicting results arc perhaps lo ri ■ 

the tael that the M. eat. strain «.5 j 

Strain and, therefore, particul y liffcrent results 

perintentai studies. 0^“'' " ^ ^ by the 

obtained by I--- '"J * f serologically .litter 

circumstance that the cate ^ p 

utore than is generally unitorat. 

114): sScrologically the group ePP ‘ .,(.,,i.l, alls' strains in 

only Strain 1.7 differs f™m ‘ -’^r^torou.. i A 

simple complement are 7 aildilional slrains. 

sera (ciiroinogcnic cocci)e. • proilnccil 

however, that react, although weaUy, 'Mlh 
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BACTERIOLOGICAL INVESTIGATIONS ON 
PNEUMONIA AND PNEUMOCOCCUS CARRIERS 
IN SAUDA, AN ISOLATED INDUSTRIAL 
COMMUNITY IN NORWAY 

By Jul. lUddcrvold & Knitl llalvorsvii. 

(Received for publication May 22ncl 1912). 

Iiiiroduction. 

Sauda is an isolated village in Western Norway, .siUialcd 
at the innermost end of a deep fjord and surrounded by higli 
mountains. The only possible communication with the neigh- 
bouring communities is along the fjord, either by boat or 
motorcar, and to reach the nearest habitations will take about 
one hour. The climate is rainy, the average precipitation l)cing 
2000 mm a year, %vith sudden changes in the weather. Such 
a climate with sudden weather changes may be supposed to 
predispose to colds and acute catarrhs in the respiratory 
tract. 

Before 1915 Sauda had about 1500 inhabitants and these 
almost exclusively lived from agriculture. In 1915 the erec- 
tion of a larger factory' was begun, which started in 192.'t. 
Here ferro-alloys (especially ferromanganese) are produced 
by electric melting processes. The population of Sauda lias 
ever since gradually increased up to about 4500 living there 
to-day. On the whole the hygienic slate is a very good one. 

During the same year the factory was .started, an cjiidemic 
of croupous pneumonia broke out. How many were affected 



273 



then, one does not know, hut 5 persons died. Two of these 
deaths, however, occurred in a family living at Huslvcit, 9 km 
(in a straight line) from the factory. Tliis fact in itself is 
not so remarkable. Both from Norway and other countries 
numerous examples arc known of pneumonia epidemics of 
shorter durations. What is striking in this case, is tliat the 
high morbidit 5 ' and mortality have (with certain fluctuations) 
lasted on ever since through the past 15 years. How large 
the figures for the mortality have been during this period 
compared with other places will be gathered from table 1. 

It is thus obvious that Sauda during this period has had 
an exceptionally high mortality of pneumonia. From in- 
vestigations carried out by Dagfinn Elstad is to be gathered 
that the morbidity too, during the said period, was extra- 
ordinarily high. 

Already at an early dale one looked for an explanation 
of these facts. Some thought that the cause miglil he some 
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Tabic I. 


Mortality of pneumonia (all 

kinds) i)or lOOOOO inliabiiatit>. 

Sauda 

1924-37 

Oslo 

1921-36 ! 

a) 

Norway^ 
1924-36 j 

k) 

U.S.A. 

1933-37 

C) 

l’itl.sbur}th 

1929-31 

r) 

koiiK Hr.-icli 

192')-;il 

326 

NB. Crou- 

106 

S2 

82 

217 

12 

pous pneu- 
monia onl}' 



i 

i 

1 



a) From IVorwegian medical statistics. 

b) From Public HealtJ) Reports (United States Public IlealtU 
Service). 


c) J. Amer. Med. Assoc. 1937 : 109 : 1910. Pittsburgli lias tiie liigbc,.! 
and Long Beach tlie lowest mortality of pneumonia ainmip tin- 
larger cities in the U. S.A. 

particularly virulent pneumococci, while oUicrs, cspcciully (he 
population of Saiula, blamed the smoke from the factory, 
which they believed to contain noxious siibslanccs. 

In 1929 Axel Holst (1) gave a report of the state of affairs, aa<} 
in the following year JuL Piddcrvold I'cntlorod a statistical nial 
clinical account of it in his article: »Pneumoiha croiiposu epidcrnic.'K 
( 2 ), 

Some bacteriological investigations were caridcd out ))y P. M. 
Holst (3) wljo found type 3 in two patients out of three, thongli 
subsequent examinations tJic year after did not show any pro* 
ponderance of tliis type, but a distribution corresponding to that 
found elscwliere. In spite of that, the assumption that the hirh 
mortality was related to particularly pathogenous pneumococci, 
not abandoned. 

In 1930 P. W. K. Bock man made chemical analyses of tlic .<inok<‘ 
and dust in the air. He found relatively little mangauo.so hut rather 
large amounts of silica. If there was any relation between the 
smoke and the pneumonias at all, he thought the silicic acid inirht 
probably be of importance. Later statistical investigations by IhU'* 
finn Elstad (4,5) gave the interesting result that there was a definite 
relation between the production of manganc.^e alloy.s and the mor^ 
bidity and mortality of pneumonia in Sauda. In periods with Inch 
output the morbidity and mortality were higl* too, and Jje ronchuh*. 
tJmt: »I( seems reasonable to me to suppose that the high rnorhnhty 
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manganese llirougli t)ie smoUe.« it niiglit 

In the liglit of the investigations quoKd \\( thmight i g 
l,c of groat interest to explore the hnrlrriofofpraf roiidifioax of lie 
Sauda pneumonias. Wc were especially intere.sted to imiuire utietlK 
tlicre was in Sauda a preiionderanee of )iartinilarly viruleii M'<“- 
of pneumococci compared with the results of other known iiiveMi- 
gations. This was then thought to form the basis of a sulwequent 
prophylactic vaccination and serum treatment. Tliis plan was worked 
out before the new chemical therapeutics hecame known, the 
original plan was to examine patients and their contacts only, hut 
this was later extended to an examination of healthy individuals 
on a larger scale. 


Prcriou.f xnvcsdgaiiQus. Already Pasteur ((nT) 
pneumococci in the throats of liealthy p(*oplo. l.ntnr tpiite a d^'ut 
has been written about (Ids. The frequency with which pneunue 
cocci were to l)c found has l)een reported V(‘ry different))*, and it 
may certainly vary considerably from place to place and froiti time 
to time, and naturally also according to llie inelliod of examination 
empIoye<l. The majority of the investigations pevfonne<l se<unH U\ 
indicate tliat one might expect to find pnoumococcj in from hJ to 
G0% of all the healthy individuals examined. In Norway only a 
few such examinations arc made l)eforo ))y Axel Strom (S, D) who 
out of 50 persons examined found 00^^ carriiM’s, fle.^ides of this 
Jon Bjornsson is engaged in some inve.stigations at present in Oslo. 
In otlior countries, especially (he U. S, ami Germany, tliere exist 
many investigations. 

On the typing of pneumococci in pnetnnonia j>atients here in 
Norway a short communication hy K. Ska/aa (10) appeared in VJ2\ 
and a more detailed report hy Thjdtta and llnnnehorg (ll.rjj in 
1924. ihese authors make ii.so of the older di.stiticlion of four gnnqw. 
Of more recent publications tiier*? is otie from Oslo l)v l-rik 
Waaler and Knut llalvorson 


recUnique. For simtiim oxaminution the following (,whni(iu(‘ wa>; 
used by us: i • 

2) Inoculation on bloocl-agar will, ij^olation of single rnlonir,.. 

3) Injection into a mouse (intraiieritoncallv) 
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5) 11 Ok mouse fell sick of died, an autopsy tvas perlormed and 
the types determined in the peritoneal exudation 

examining liealtliy persons we obtained samples from the 
thioat (tonsils) by means of steril swabs and treated these as 


1) 

2 ) 

3) 


Inoculation on blood-agar with isolation of single colonies. 
The swabs were then washed in about 1 cc broth and tin's 
injected into mice. 

If the mouse fell ill or died, an autopsy was performed and 
a determination of the type attempted in the peritoneal ex- 
udation. 


4) All the mice alive after five days were killed and blood 
cultures made. 

In quite a few cases we were, by using this method, able to 
isolate and type strains of low virulence. The virulence of these 
strains increased in the usual way by animal passage. Quite 
a virulent strains we were unable to isolate in this manner. As 
a rule we have not tried to find more than one type in the same 
individual but contended ourselves with the strain showing the 
greatest virulence in the mice. 

We used serum from Lederle Laboratories, types 1—32, with the 
exception of types 26 and 30. 


Personal investigations. 

Our investigations, quite naturally, fell into three groups, 
viz. pneumonia patients, contacts and healthy subjects. We 
find it reasonable to discuss the pneumonia cases first. 


A. Pneumonia cases. 

We examined 46 cases of lobar pneumonia in the period 
from May 1938 till October 1939 [fable 2). In 13 of these 
cases we found pneumococci of type 1, in 4 cases type 2, 
and in 5 cases type 3. Taking into consideration how little 
our material is, one must confess that our figures are in 
rather good agreement with the larger American statishcs 
of recent years. Compared with older Norwegian investiga- 
tions, which differ greatly from one another, they occupy 
intermediate position. One case was possibly J J , 

mococci; these could not be demonstrated though, the samp 



Tabic 2. 

Pneumococcus infections. Distribution of typos, {in parontlicsis 
the number of deaths). 
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s )eing taken after I day’s treatment with Dagenan (sul- 
faniiyl-aminopridine, May & Baker 693). In another case 
we were ■— in spite of painstaking attempts — unable to 
demonstrate pneumococci, only a predominance of green 
streptococci. Anj^vay, it does not seem probable that these 
were the cause of the pneumonia. 

Of the 46 patients 20 were ti'eated neither with serum 
nor with chemical terapeutics. The other 26 cases were treat- 
ed with Dagenan, in one case in combination with serum. 
Six out of our seven lethal cases were untreated ones. In 
the first group 4 of 9 patients with type 1 died, while in 
the second group none with this type died. As to type 3, 
there was no case among the untreated patients, but five 
among the treated with only one death. This, besides, was 
an elderly man with a severe diabetes (vide infra case 1). 
It is difficult to compare the two groups, as the distribution 
of the types was not the same, but we think that one could 
have expected a much higher mortality in the group of the 
treated cases. We have the impression that the therapy with 
Dagenan is very saticfactory. Of serious complications we 
only observed once a hemorrhagic diathesis. 

It might be of interest to deal somew'hat more closely 
with some of the pneumonia cases: 

1 ) Man, aged 64, with a severe diabetes wliich he had 
been treating poorlj'. He caught a croupous pneumonia with 
])ncumococci of tj'pe 6 in his sputum. In the course of a 
week he received 20 tablets (10 grams) of Dagenan and in- 
sulin. He got very much better, but twm days later he fell 
suddenly ill again. This was another pneumonia. Treatment 
with Dagenan was tried anew% but death occurred after a few 
liours. The blood picture immediately before death was nor- 
mal. The interesting feature of this case is the result of the 
bacteriological examination during the second pneumonia. 
Now type 3 was found, while type 6, winch had been fou 
previously no longer could be demonstrated. Tire patient was 
probably infeclcd yllh lypo 3 in the hospital. The 
L disLe is not aittienll to point out, as several of the 
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nurses and one of the doctors at that time were type 3 
carriers. 

2) A young woman was examined monthly for 6 months, 
each lime pneumococci of type 3 being found. Suddenly she 
developed a very serious croupous pneumonia. In the sputum 
type 3 was found almost in pure culture. The patient received 
300 000 units of serum and in all 90 tablets of Dagenan. 
Later type 3 likewise was found at every examination for 
a period of half a year. — ^^'^e regard this case as an ex- 
ample of autoinfoction. 

3) The next case is that of a man, aged 59, who had had 
pneumonia twice before. He fell ill with high fever. During 
the first days there w-erc no physical signs of pneumonia, 
and the illness was diagnosed as a case of influenza. In the 
sputum a nearly pure culture of type 3 was found. On the 
fifth day a decided exacerbation of the patient’s condition 
occurred, and a croupous pneumonia in the right lung was 
then demonstrated. The patient was at once given Dagenan, 
in all 73 tablets in the course of 6 days. The crisis first 
appeared on the fifth day of the pneumonia. In the si)utum 
here too was found a nearly pure culture of type 3. — Five 
months later the patient developed a new serious croupous 
pneumonia of the same type, but this time situated on the 
left side. Type 3 was observed in the patient’s throat about 
two months after the first pneumonia; later no further 
samples were taken though. 

The last mentioned case is very interesting and fiumishes 
matter for discussion. One observes frequently that individuals 
who have gone through one pneumonia later in life may 
catch the same disease ane%v. Pneumonia, as distinct from 
many other infectious diseases, does not seem to leave per- 
sistent immunity. Before the classification into serological 
types one thought that a lung, that had been affected by 
pneumonia, might become less resistant to new infections. In 
our case it is however the other lung which is affected. After 
one had learned to distinguish serological types of imeumo- 
cocci, it seemed however more reasonable to assume that 
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Im] cai/seci the previous pneumonias. In our case two serious 
Mlncks of pneumonia of the same type were observed in 
one and the same individual with an interval of five months. 
The first pneumonia, therefore, does not seem to have pro- 
duced any immunity of longer duration. The determination 
of the IjTcs in both cases was carried out directly in the 
sputum with Neufeld’s method. There is, therefore, no reason 
to believe that a type of lesser virulence in mice might have 
been the cause of any of the two pneumonias. The short 
duration of the period of immunity observed here does not 
speak in favour of prophylactic vaccine treatment to have 
any effect, such as reported from the Rand Mines in South 
Africa by Maynard (14) and Lister (15), and from American 
militarj' camps by Cecil & Austin (16) and Cecil & Vaughan 
(17). 


Case 3 and 4 also point to another important question, 
viz. the importance for the development of pneumonias of 
the prevailing conditions with respect to the pneumococcus 
carriers. In cases of croupous pneumonia it has, as you know, 
been emphasized that in the main it was the infection taking 
place from the outside, from pneumonia patients and con- 
tacts, which was of importance. We know, however, also cases 
where pneumonococci are found in the throat of the individ- 
uals premously. Here we have two cases of croupous pneu- 
monia in which the pathogenic pneumococcus had been 
demonstrated upon the mucous membranes of the patimts 
months before they fell ill. These two cases speak against 
Neiifeld & Etinger-Tulczynska’s (18) assumption that the 
»carrier conditions* should leave behind any immunity in 
the individuals in question. Besides these two cases of crou- 
pous pneumonia with autoinfection, we observed a case of 
postoperative bronchopneumonia ivith type 13, in which we 
had demonstrated this type in advance. It is, for the rest. 
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iusl in cases like these, in which the piiticnls hnd siirfcml 
a stale of weakness of one kind or olhci, that wo m,i.\ (N 

peel auloinfection to lake place. 

A few isolated cases naturally are of no groal hearing, 
and one must he careful not to draw hasty conclusions. It 
may thus be of importance too that the imlients in (lucstion 
have been treated with Dagenan. Whether Ihis proparalion 
has any effect upon the iimnunological reaction is so far 
unknown. 

Age dislribulion in our material must be said to be nor- 
mal (ittblc 3). The average age of the patients was JM year.s. 


TiMc 3. 

Ago groujis of patients witli crmijinus jineuinonin. Average Age; 
.'ll voars. Xuinher of doalb in parentiiesis. 


Age 0-1,') lo-OO ;i0-t0 lO-.^O ,')()--(;0 Mon- tban (Vi 
Patients 11 11 It .o (y? !i { 2 } i> (l!> 


One will however notice that all the deaths in our material 
occurred in patients above 40. Ililhcrlo we had been used to 
find a high mortality in the age groiij) la- 40 years. 

Of the 10 cases of bronchojmeumonia observed (niosl of 
which were secondary) 4 bad been caused by the three firs! 
types. Tlierc were no deaths. One-half of the patients were 
treated with Dagenan. We were aide b) demonstrate pneu- 
mococci in all the cases of l)ronchoj)nenmonia examined, 
hut not in a single case hemolytic slrcploeocci. In a case of 
postoperative hronchopneiinumia, where we a few days j>re- 
viously had found liemolylic strcplocoeei in the throat of 
the patient, these even disapjieared when th(> pneumonia de- 
veloped. In the cxpccloralion pneumococci of lvi)c 18 were 
dcmonslralcd. 


In table 2 wc find also a column headed; Influenza and 
<0ule atypical pneumonias. Two of ihcse are eases of pneu- 

"r,.!,!™? i" ""■''■•'■■"■I 
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These patients had moderate fever or none at all hut 
toration and an increased sedimentation rate 
ologically a distinct infiltration. The rest of the cases ^ve^e 
colds or »fJues«. We had many similar cases, but we m- 
cluded the cases only in ^vhich pneumococci were the pre- 
dominant microbe. 


B. Contacts. 

In 14 of our cases we had the opportunity to examine the 
patient’s family and closer surroundings. Altogether we took 
\/3 samples, nut only in 6 of the 14 cases we were able to 
find the same type of pneumococci in the patient and in 
one or several of the contacts. Pneumococci of other types, 
however, were frequently observed. — Each individual was 
merely examined once, oftenest a few days after the onset 
of the disease. 

By repeated examination at different intervals one would 
probably have been able to demonstrate infection in still some 
more cases. 

1) In an isolated family, living at some distance from 
Sauda near the fjord, a middleaged xvoman dies of croupous 
pneumonia (type 1). Her sister, rvho nursed her, immediately 
afterwards catches a serious pneumonia of the same type. 
On examining 10 contacts type 1 xvas found only once, while 
type 8 was observed four times. 

2) A father and his daughter simultaneously catch a 
severe flue -with a nearly pure culture of type 3 in their 
sputums. In the father this leads to a serious pneumonia 
of the same type (vide supra case 3). In three contacts ex- 
amined type 3 could not he detected. 

3) A severe pneumonia caused by type 3 develops in a 
young woman. Tjqie 3 is demonstrated in 4 of 8 contacts, 
in one of these this type had already been detected 1 month 

4) In all the three brothers and sisters of a little hoy 
.vilh type 14 pnciimonia this type could be demonstrsW. 
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On other hand wc have many cases where wc were un- 
able to demonstrate any infection or transfer hy contact: 

5) 30 schoolboys were on a holiday trip. Thej^ had lived 
together for a week, but had had no contact with the local 
population. One of the boys got a pneumonia of type 7, while 
this type could not be found in any of the others. 

6) Even if several cases of pneumonia occur simultaneously 
in one and the same family, one should be careful in calling 
it infection, unless one is able to find support for this in 
the bacteriological examination. — From one family with 
three simultaneous cases of croupous pneumonia sampJc.s 
from two of the patients were sent us. In one of these lypc 
1 was found while tjT^e 6 in the other. In spile of repealed 
samples being taken it proved impossible to demonstrate more 
than one type in either of the expectorations. 

As will appear from our examinations of healthy persons 
we found 48 % of these, on examining only once, were pneu- 
mococcus carriers. Possibilities of infection, therefore, arc pre- 
sent to a considerable extent. To demonstrate this infection 
in each individual case proved very difficult though, the daily 
contact of the population being very intense. When wc tried 
to isolate contacts within a definite district or within certain 
families,, where there had been pneumonia, wc have for that 
not been very successful. 

We do not doubt, however, that the possibilities of infec- 
tion are numerous. In consequense w'c adopted the view that 
all cases of pneumonia should be isolated satisfactorily. 


C. Healthy subjects. 

Our material in this group consists of 2152 samples ob- 
*med from 1475 healthy individuals. Where a number of 
amples were taken, there was an interval of one mon h o 

IZTZ Pneumococci were 

a^en. If we only reckon the first-lime examinations the 


20 * 



Table 4. 

Survey of earlier investigations on healthy subjects. 
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Tabic 5. 

OcciUTonce of pneumococcus in healthy people. Distribution of types. 
Frequency in the different seasons of the year. 





1938 





1939 




June 

July 

Aug, 

i 

1 Scpi. 

i 

1 

Cel. 

Nov, 

I)PC. 

Jan, 

Feb. 

Mar. 

Apr, 

j 

^Tay- 

Sept. 

Total 

Number of tests. 

13G 

204 

269 

250 

172 

232 

227 

272 
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2152 

Pneumococcus 
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perccniage of positive samples was about 48. This is in rather 
lair agreement with the results obtained by others. 

Tlie material is first gathered in table 4. Here the three 
irst types only are represented for comparison with previous 
investigations. The agreement between earlier investigations 
and our own is a fairly good one. As for type 3 there are 
several others who have arrived at similar high figures. Type 
2 was rather unfrequently found by us. Only type 1 we ob- 
served considerably more often than previous investigators. 
This fact is puzzling, and we shall return below to the pos- 
sible causes of the discrepancy. 

In table 5 we find the occurrence of the different types 
in the different seasons and jointly. Type 3 is, as was to be 
expected, the most frequent type. Next comes type 1. In group 
IV there, are no particularly predominant types. Types 16, 
8, 6 and 13 are the most common ones, and were found al- 
most equally often. Merely three types were not observed 
in Sauda, viz. tjqies 5, 12 and 21. These three types have 
previously been found in Oslo. The spread thus is rather 
wide even in so isolated a place as is Sauda. A number of 
strains, in all 30, we were unable to classify serologically. 
Nine of these vvere overgrowm by other microbes or died be- 
fore we had been able to type them. The other 21 strains 
however were studied thoroughly, but did not give any re- 
action with any of our sera. These strains we must be al- 
low'ed to regard as new types besides the 30 known. Four 


of them were studied further; 

They are all Gram positive, faintly lanceolate diplococci 
with a definite capsule. On blood-agar they grow in green 
colonies that are more distinctly mucoid than those of the 
usual pneumococci. They split inulin, are dissolved by bile 
and are patogenous in white mice. We prepared immune serum 
from rabbits, but their titer values were not very high. The 
highest titer values obtained are to be seen from the table 6 

Cross-agglutination between the four strains analyzed and 
their serums is rather convincing. The non-diluted or mo- 
derately diluted serum gave the usual Neufeld reaction. None 
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Table 6. 



Serum 

402/38 

Serum 

512/38 

Scrum 

1 1253/39 

Serum 

1634/39 

Strain 

402/38 

• 1/80 

1/160 

1/160 

1/80 

Strain 

512/38 

1/80 

1/160 

i 

1/160 

1/160 

Strain 

1253/39 

1/160 

1 

1/80 

1/160 

r 1/80 

Strain 

1634/39 

1/160 

1/160 

1/160 

1/160 


of the known types of pneumococci agglutinates in these 
serums. The four strains described thus belong to the same 
new serological type. Later this type has also been observed 
by Jon Bjornsson in Oslo. 

When studying the incidence of pneumococci in the dif- 
ferent seasons (table 5 and the diagram), one find the lowest 
figures in summer. For the rest of the year the figures arc 
higher, but show considerable variations from one month to 
the other, the figure for February, for instance, being very 
low. With some of the types one also observes periodical 
fluctuations. 

We will now deal a little more closely with the types 
that interest us most, namely type 1 and 3. The highest figure 
observed for type 1 (9 %) w'as found in September. This 
high percentage was seen after a series of type 1 pneumonias 
during the preceding months. In the course of the following 
months the number of type 1 carriers slowly decreased to 
1 %. It seems reasonable to assume that the great number 
of type 1 carriers, found in the first part of the period of 
investigation, may be seen in relation wdth the epidemic of 
type 1 pneumonias immediately preceding the investigation. 
One may suppose that infections "with type 1 w'ere rather 
common in the months from May till September, and that 


























Table 7. 

Disti'ibution of types. Distribution in the different classes. 
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susceptible individuals caught their pneumonia during the 
first part of this period. This may explain the lack of agree- 
ment between previous investigations and our own as far 



Jifferept 
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as the type 1 carriers are possibilities of infec- 

have worked in ^ isolated village like Sauda, whh 

tion, and not m suc^ an ^^posing itself to infection 

its population, small - In the later part 
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monia were observed, one in November and Ihe other in May. 
Tire very last section of the curve again shows a lilllc in- 
crease of the number of type 1 carriers. II is most likely 
to suppose that one here has to deal with an infection by 
contact, as four of the eleven type 1 carriers were pupils in 
the same school-class. One of these had a pneumonia 2 3 

months earlier, but unfortunately he was not examined bac- 
teriologically then. 

The curve for the tjTc 3 carriers rises and falls moderately 
without any distinct relation to the cases of pneumonia ob- 
served. Neither does the total material show any definite 
relation between the number of pneumococcus carriers and 
the cases of pneumonia. 

Of the healthy persons examined 642 were school chil- 
dren (table 7). Here only the first-time examinations are in- 
cluded. The distribution of the types does not differ notc- 
wortliy from that in the total material. Type 1 occurs some- 
what more frequently than corresponds to its average oc- 
currence (6.2 %). Tire investigation was however carried out 
in the period from September till November 1938 (see the 
diagram), thus subsequent to a period with type 1 pneu- 
monias. 

In order to study the conditions of infection a little more 
closely we have in table / taken each class separately. A 
considerable spread shows to c.xist, and very seldom one 

Imds one and the same tj’pe in a larger number of the school 
children. 


We have also examined a number of persons regularly 
every monUi in order to inquire whether there were larger 
variations in one and the same individual. 67 persons were 
studied in this manner (table S). Cases 1—55 are two clas- 
ses of school children, while cases 56-67 arc nurses and 

Among the 67 persons examined there 
^^ere (after 9 single examinations) only four in whom pneu- 
mococci were not found (cases 17, 44, 62 and 67). In the 
remaining 63 (=.94 %) pneumococci were demons rated M 
one or several subsequent examinations, but frequcntlj the 
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36 6 


19 19 


19 19 19 

(Table 8 continues) 
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Legend: H o: hemolytic streptococcus. 


S o: sich, not tested. 

32—55 are two classes of school children, 
AOS. 56-67 are nui'ses and doctors at the hospital. 

? 0 ; pneumococci not determined serologically. 
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types changed rather rapidly. In case 19 we found thus on 
making 8 examinations, 7 different types. 

Previous investigators have tried to classify the material 
under tlie headings »chronic carriers«, »non carriers* etc. (25 
26). One must assume a certain individual disposition Avhich 
partly may be responsible for the results obtained, but, never- 
theless, wc do not find this distinction a very natural one. 
We think it might rather look like special types having a 
tendency to become sessile for longer periods of time than 
others. This is, before all, true of type 3. This quality has 
also been observed with other types, e. g. types 1, 8, 15, 18 


and 19. To give an explanation of this different behaviour 
may be rather difficult though. It is possible that there is a 
relation to the fact that these types are the commonest. Yet 
the explanation might also be that these types are the most 
virulent ones in mice, and are thus those most easily de- 
tectible with the method used by us. It may be mentioned 
though that, when type 1 was found in healthy subjects, 
often this type first caused the death of the mouse after 
four or five days, or not at all, so that the type could only 
he demonstrated in subcultures obtained from the mouse 
after wc had killed the latter. 

It seems likely that very often several types are present 
at the same time, hut that only the most virulent one is de- 
tected by the routine examination. The virulence of the in- 
dividual tyqres and the number of microbes may possibly 
vary somewhat from day to day, so that by careful examina- 
tion (e. g. daily for a week) one might have been able to 


demonstrate a larger number of types, and maybe not a 
few more pneumococcus carriers than we have been able to 
find. On one single occasion we have even succeeded to de- 
monstrate four types coincidently. By careful examination 
Gundel & Okura (27) too found more than one serologica 
type in about one-third of their cases. 

A question of great interest to us has been whether the- 
workers and employees of the factory were especially pre- 
disposed to pneumococcus infections (table 9), and wie er 
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there was any difference with regard to the different districts, 
in other words, whether there was any evidence as to the 
smoke having any importance for the spreading of the pneu- 
mococci and pneumonias. 

From table 9 it is to he gathered that among the workmen 


Table 9. 

Occurrence of pneumococci in the workers and employees of llie 
factory at Sauda, compared with the population at different, partly 
very remote, places (Hellandshj'gd 10 km and Olen about 80 km 
from Sauda). 


Workers Hmployees Scliool- 
ot (he at the cliildren at j 
E. F. P. Co. E. F. P. Co, AbSbycn I 


Ilellands- 

bygd 


Number of 
samples 


1 

Pneumococcus ^ 

carriers 26(39o/o) 255(53o/o) 70(o0o;o) ^ 3G(-12o/o) 

Number of strains (261) (72 ) 23(j 8 /o) ^ 

Type 1 


advance, and Pneumonia 2-3 months in 

pneumococci were found in 53 ^ ti,Jo r- 
than that for the school children ^Amona tlf”^ 
m the offices are highly exposed to the smolm t7'''’ 
rather few pneumococcus carriers v! ) "" 

highest figure (58 9^) wo i ^ ’ ^^crely 39 %, The 

way place, Hellandsbj^gden 7itTatl"\'' 

straight line) from the fae’tof ? « 

ever, is demonstrable At an7l seldom, 

at filen, we find 42 % ctriers o"’ 

Here the ^^roTpn "" to 
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Table iO. 

Pneumonias and pneumococcus carriers in different districts 

in Sauda. 



Inhabitants 
Jan. 1.— 38. 

Subjects 

examined 

Pneumococcus 

demonstrated 

in 

Number of 
croupous pneumonias 

1930-37 

Jan. 1. 38— 
Aug. 30. 39. 

Abdbyen 

1096 

503 

231 

460/0 

74 

15 

OjTa 

775 

164 

72 

440/0 

mm 

i — 

14 

Birkeland 

407 

89 


570/0 


4 

Brekke 

Austerheim 

297 * 

1 

72 

28 

390/0 

12 

1 

Abodalen 

395 j 

97 

56 ! 


15 

2 

1 

Flogstad 

Kalhagen 

557 

1 

159 


570/0 

. 28 

5 

Saudasjoen and 
vicinity 

743 

189 

83 

440/0 

54 j 

10 

Hellandsbygd 

220 

1 

42 

24 

1 


18 

1 

Sauda in all 

4490 

1315 

634 , 

480/0 

291 , 

52 

Outside of Sauda 


160 

72 1 

450/0 



Total number of 
examinations 


1475 


47 , 90 / 0 ^ 




factory and in a direction the smoke most frequently is blow- 
ing, has a relatively large number of pneumococcus carriers, 
particularly compared with Brekke-Austerheim, which lies 
higher and freer. But on the whole the variations are small 
and do not point in any definite direction. — As to the 
number of pneumonia cases observed during the last 20 
months, there are no variations to be seen that might be 
brought into relation with the number of carriers. 


To conclude, we want to thank the board of the factory 
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al Sauda (Electric Furnace Products Company, Limited) for 
the economical support granted us, as well as the medical 
students Rolf Dorum and Olaf Odd for their assistance in 
collecting the material, and finally dr. Erik Waaler for his 

helpful advice. 


Summary and Conclusions. 

The authors’ report of investigations on pneumonia and 
pneumococcus carriers in a small and isolated community 
(Sauda in Norway), where during the last 15 years there 
have been exceptionally many cases of croupous pneumonia 
with a high mortalit 3 '. 

The material consists of 46 cases of croupous pneumonia 
and 2152 samples obtained from the throats of 1475 healthy 
persons. 

Tire pneumonias show a distribution of the types not dif- 
fering noteworthy from that found in previous investigations. 
Two cases of croupous pneumonia by autoinfcction with type 
3 are reported, and further one case of relapse caused by 
the same tj'pe five months after the first pneumonia. Dis- 
cussion. 

In healthy subjects pneumococci were demonstrated in 
50 % of all the samples examined. In a number of persons 
repeatedly examined one observes that the t 5 fpes may shift 
rather rapidly. Ts'pe 3 especiall 5 % however, seems to be rather 
stable, and besides tj'pe 3 is the type most frequently found, 
namely in 10.7 % of all the samples taken. This figure lies 
towards the upper limit of what has been found b 3 ' previous 
investigaters. T 3 'pe 1 shows a considerable higher incidence 
in our material than in that of previous investigators. 

The workers and emplo 3 fces of the factory (production of 
ferro-alloys, especially ferromanganese by electric melting) 
do not seem to be more slrongl 3 f exposed to infection with 
pneumococci than the rest of the population of Sauda, and 
any reliable differences between districts exposed to the smoke 

Acta path. Vol. XX. 2 oi 
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from the factory to a varying extent cannot be seen either 
In healthy subjects a new serological type of pneumococci 
was detected. 
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EINIGE IMMUNISIERUNGSVERSUGHE 
MIT »RATIN«-KULTUREN 

Von L. Balir, 

(Eingegangen hoi der Redalctioii am 28. I\Iai 1942). 

Ich habe friiher einigc Mitleilungen (1 — 3) iiber die Viru- 
lenzverlialtnisse einer Salnionellabakterie vcroffenllichi. Diese 
Untersuchungen sind spater ^Ycilergefuh^t worden, iind die 
Versuche, die bier besproclien werden sollen, stellen ein Glied 
derselben dar und wurden mit der gleiclien Salmonellabaklerie 
(S. enteritidis var. danysz (»Ralin«)) vorgenommen. Sic gin- 
gen darauf hinaus, zu untersuchen, ob weisse Muuse und graue 
Hausmause, die eine perorale Infeklion mit dieser Bakterie 
iiberlebt batten Oder ( Versuchsreihc XVI — XVIII mit Aveissen 
Mausen) inehrere Male mit getotetcr Kiiltur subkutan inji- 
ziert Avorden AAmren, immun geAA^ordcn AAmren, so dass sic spa- 
ler einer peroral cn Infektion Aviderstehen konnten. 

Bei friiher nntcrnommen, sehr lunfasscndcn Fiitlerungs- 
versuchen hat es sich gezeigt, dass soaa^oIiI aa^Issc Mause als 
auch graue Hausmause fur diese Bakterienkultur, Avenii sie 
Adrulent AA^ar, sehr empfanglich AAmren, indem 0,5 cnF einer 
2 Voo GIucose-Liebigs-Flcischextrakt-Pcpton-Bouillon-Kiiltur 
37® C. 24h (D, B. K.), die ich immer angeAAmndt habe und die 
auch hier Anw^endung gefunden hat — in ein Stiickchen Weiss- 
brot (1,0 g) eingesogen und so an die Mause vcrfiillert — in 
alien Fallen eine todlich A^erlaufendc SepUkamie, Enteritis (in 


21 * 
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verschiedenen Graden), und in der Regel Milzschwellung her- 
vorrief. Der Tod trat in den allermeisten Fallen im Laufe von 
2—9 Tagen ein, in einigen Fallen etwas spater (10—14 Tage) 
■und in vereinzelten seltenen Fallen erst nach ca. 3 Wochen. 
Dei Aussaat aus dem Blut oder dem Milzsaft der toten Manse 
auf Lackmus-Laktose-Agar kam es in fast alien Fallen zu 
kraftigem Wachstum der Bakterie (Reinkultur) ; nur selten 
gab es kein Wachstum aus dem Blut, und noch seltener war 
nur sparliches Wachstum aus der Milz. 

Es wurden fiir die Versuche, von denen hier berichtet war- 
den soil, im ganzen 140 weisse Mause und 17 Hausmause 
sowie 18 Reinkulturen der Bakterie: S. enteritidis var. danysz 
(Ratin) angewandt, welche letzteren unmittelbar vorher aus 
dem Blut von 11 w'eissen Ratten, 2 grauen Wanderratten und 
5 weissen Mausen, die an peroraler Infektion mit D.B.K. ge- 
storben "waren, geziichtet wurden. 

Jede Mans wurde in einem Mauseglas mit etwas Holzwolle 
angebracht und mit der in ein Stiickchen Weissbrot einge- 
sogenen D.B.K. (der angefiihrten Dosis) gefuttert, nachdem 
man sie Vz Tag hatte hungern lassen, um sicher sein zu kon- 
nen, dass alles im Laufe von kurzer Zeit aufgenommen wer- 
den wurde. Das Durchschnittsgewicht der w'eissen und grauen 
Mause war ca. 17 g bzw. ca. 20 g. 

Was iibrigens die Dosis betrifft, so %var es notwendig, be- 
deutend geringere Mengen D. B. K. als 0,5 cm® zu geben, da 
man ja wiinschte, dass ein Teil der Mause die Infektion iiber- 
leben sollte; deshalb wurden Dosen von 0,05 cm®, 0,002 cm® 
Oder noch kleinere angewandt. Bei Reinfektionen wurde na- 
tiirlich eine etwas grossere Dosis als bei der 1. Infektion ver- 
abreicht, well die Mause in der Beobachtungsperiode oft zu 
Gewicht zugenommen batten und es naturlich erschien, die 
fruhere Dosis zu vergrossern, von der nicht zu erwarten war, 
dass sie einen Ausschlag bei der Reinfektion geben wiirde. 
Den grauen Hausmausen wurden grossere Dosen gegeben, 
u. a. desw'egen weil ihr Gewicht in der Regel grosser war als 
das der weissen Mause. 
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Die peroral infizierlen Miiuse, die die Infektion iil)erlcblen, 
warcn anscheinend von dcrsclbcn niclil bcsondcrs bccinflussl, 
aber in dcr Rcgel konnte man beobacblen, dass sic am 1. 
Oder 2. Tage nach der FiiUcrung mil dcr Kullur die Frcsslusl 
vcrlorcn imd in cinzelncn Fallen einigc Tage Durchfall be- 
kamen; dock verschwandcn diesc Symplomc bald. Die allcr- 
klcinsten Doscn (0,0005 ciiF) vcriirsachlcn nur gcringe Sym- 
ptome, die bei den die Infeklion iibcrlcbcndcn Mihisen bald 
verschwandcn. 

Mach ciner Bcobaclilungspcriode von 20 — 97 Fagcn nach 
dcr 1. Infeklion wnrdc die 1. Rcinfcklion vorgcnommcn, und 
die danach uhcrlcbendcn Miiuse wurden zum 2. Mai 27 — -13 
Tage nach dcr 1. Rcinfcklion reinfizicrl (s, im iibrigen die 
Obersichl: Vcrsuchsrcihe I — XV). 

Was die vicr erslcn Versuchsreihen anbclangl (I — IV), so 
wurdc die Rcinfcklion — wie union crsichtlich — mil rcchl 
grossen Doscn D. B. K. vorgcnommcn. Das lag daran, dass 
dicse Versuchc von oricnlicrendcr Nalur warcn; aber sic sind 
milgenommen, wcil sic zusammen mil den iibrigen Versuchen 
iiichl ohne Inlcrcsse sind. 

In den Vcrsucbsrcihcn XVI — XVIII mil subkulancn In- 
jektionen von geldlelcn Kullur in weisse Miiuse fanden D. B. 
K. (oder B. K.) Anwendung, in welcbcn die Baklcricn vorher 
clurch 20 Minulen Erhilzung in slromcndcm Wasserdampf 
(100® C.) gelolcl warcn; die slaltgefundcnc Ablolung dcr Bak- 
lcricn wurdc durch Aussaal von 2 cm® dcr erhilzlen Kullur 
in 100 cm® slcriler Glucose-Bouillon bci 3lagigcr Bcobachlung 
(37® C.) konlrollicrl. 

Die Miiuse wurden 3 mal mil passenden Zcil absliinden 
(siehc Dbersichl) mil gclolcler Kullur injiziert, und 12 — 32 
Tage nach dcr Iclzlcn Injcklion wurden die uhcrlcbendcn 
Miiuse peroral mil D. B. K. infizicrl. 

Folgendc rein orienlicrcnden Agglulinalionsvcrsuche mil 
Blulserum von peroral infizierlen Miiuscn und dcr angewand- 
len Baklcrienkullur sind vorgcnommcn worden; 
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per os Blut 9 Tage spater .... 0 0 0 0 0 24 Std 

Maus f Dosis Kultur 0,005 cm^ 

per os Blut 9 Tage spater 0 0 0 0 0 » 

Maus g Dosis Kultur 0,0001 cm^ 

per os Blut 9 Tage spater 0 0 0 0 0 » 

Maus j Dosis Kultur 0,0005 cm^ 

per os Blut 9 Tage spater 0 Q 0 0 0 » 

Agglutinationsversuche mit Blutserum von Mausen, die 
einmal mit abgetoteter Kultur injiziert worden waren: 



Maus c Dosis f Kultur 0,1 cm^ 

subk. Blut 18 Tage spater 0 {+) 0 0 24 Std. 

Maus d Dosis f Kultur 0,05 cm^ 

subk. Blut 18 Tage spater 0 (+) ? 0 » 

Maus e Dosis f Kultur 0,01 cm^ 

subk. Blut 18 Tage spater 0 (+) ? 0 » 

Maus f Dosis f Kultur 0,01 cm® 

subk. Blut 18 Tage spater 0 0 0 0 » 

Maus g Dosis f Kultur 0,01 cm® 

subk. Blut 12 Tage spater 0 0 0 0 » 

Maus i Dosis t Kultur 0,01 cm® 

subk. Blut 12 Tage spater 0 0 0 0 » 

(0 = keine Agglutination; (+) schwache Agglutination). 


Es konnte also nur sehr wenig oder gar kein Agglutinin 
in den untersuchten Mause-Blutsera nachgewiesen warden. 

Es seien im iibrigen noch folgende Einzelheiten iiber die 
Versuche angefiihrt: 


A. Perorate Infektion and Reinfektion mit GIucose-Bouillon- 
Kulturen (D.B.K.): 

V BTsixch-srsihc I • 

10 weisse Mause: a — (Gewicht 15 19 g) : Peroral e Inf. 
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D. B.K. 239a (Blut, Kolonie) mil falicnden Doscn: 0,5—0,001 
cm". 8 Mause (a— li) slarben an dcr Infcktion (Doscn 0,5 — 
0,05, 0,005 iind 0,002 cm") — 7 im Laufe von 7—12 Tagen 
\md 1 nach 22 Tagen — ; 2 Miiuse: i imd j, heide peroral in- 
fiziert mil 0,001 cm", iiberleblen die Infeklion und wurden 
46 Tage nach der 1. Infeklion rcinfizicrt (Dosis pr. Mans 1,0 
cm"). Sie slarben beide an der Infeklion im Laiife von 10 — 11 
Tagen (siehe Obcrsicht Versuchsrcihc I). 

Vcrsiicbsrcihe II: 

12 wcisse Miiuse: a — 1 (Gewichl 16 — 19 g) : Perorale In- 
fektion D. B. K. 249b (BIul, Kolonie) mil fallendcn Doscn: 
0,5 — 0,001 cm". 11 Miiuse a — i sowic k und 1 slarben an dcr 
Infeklion (Doscn 0,5—0,05—0,005—0,002 und 0,001 cm") im 
Laufe von 4 — 9 Tagen. Eine Mans (j), pcror. infizicrl mil 
0,001 cm", iiberleble die Infeklion und wurde 20 Tage nach 
der 1. Infeklion reinfizicrl (Dosis 1,0 cm"); sic slarb inncr- 
halb 8 Tagen an dcr Infeklion (siehe Dbersichl V. R. II). 

Vcrsuchsrcihe III: 

12 weisse Miiuse: a — 1 (Gewichl 16 — 19 g) : Perorale In- 
fektion D. B. K. 266a (Blul, Kolonie) mil fallendcn Doscn 
0,002 — 0,0005 cm". 4 Miiuse slarben an der Infeklion: 3 Miiuse 
a be (Dosis 0,002 cm"): a und c slarben im Laufe von 9 — 13 
Tagen an der Infeklion, b blicb am Lcbcn. 3 Miiuse d, e, f 
(Dosis 0,001 cm"): d und f slarben nach 10 — 24 Tagen an 
dcr Infeklion, wiihrend e Icben blieb. Die iibrigen 6 Miiuse 
(g — I), allc pcror. infizierl mil 0,0005 cm", blieben am Lebcn. 

Im ganzen iiberlebtcn also 8 Miiuse die Infeklion; dicscl- 
hen wurden 42 Tage nach dcr 1. Infeklion rcinfizienl (Dosis 
pr. Mans 0,5 cm"). 6 der Miiuse slarben an der Infeklion im 
Laufe von 7 — 10 Tagen, 2 Miiuse (g und j) iiberleblen sic 
und wurden wieder 27 Tage nach dcr 1. Rcinfeklion pcror. 
infizicrl (Dosis pr. Mans 2.0 cm") ; sie slarben beide im Laufe 
von 4 — 12 Tagen an dcr Infeklion. Im Blut konnlc die Bak- 
tcric nichl nachgewiesen werden; aus dcr Milz von j cnlslan- 
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den nur 2 Kolonien auf Agar-Agar, aus der Milz von g da- 

gegen kraftiges Wachstum der Bakterie (siehe Bbersicht Ver- 
suchsreihe III). 


Versuchsreihe IV: 

12 weisse Manse; a— 1 (Ge^^^cht 12—17 g) ; Perorale In- 
fektion D.B. K. 274a Bint mil fallenden Dos'en; 0,005—0,0005 
cm3. 4 Manse (a, f, i nnd j) starben an der Infektion (Dosen 
0,005 nnd 0,001 cm^) nach 10—11 Tagen. Mans 1 (0,005 cm’) 
starb nach 31 Tagen, aber aus einem anderen Grunde. Die 
7 iiberlebenden Manse wurden 38 Tage nach der 1. Infektion 
reinfiziert (Dosis: 0,5 cm’ pr. Mans) ; alle starben infolge der 
Infektion im Laufe von 7—16 Tagen (siehe Versuchsreihe 
IV-Obersicht). 


Versuchsreihe F; 

12 weisse Manse: a — 1 (Gewicht 14 — 17 g) : Perorale In- 
fektion D.B. K. 297a Milz mit fallenden Dosen: 0,05 — 0,0005 
cm’. 10 der Manse starben an der Infektion nach 7 — 11 Ta- 
gen, 1 Mans nach 46 Tagen (andere Ursache), nnd nur 1 
Mans: g (Dosis 0,001 cm’) iiberlebte die Infektion. Diese Maus 
wurde 90 Tage nach der 1. Infektion reinfiziert (Dosis 0,002 
cm’) nnd starb 11 Tage spater an der Infektion (s. V. R. V)- 


Versuchsreihe VI: 

6 weisse Manse: a — f (Gewicht 15—17 g). Perorale Infek- 
tion D.B.K. 329c Blut mit fallenden Dosen; 0,002 — 0,0005 
cm’. 2 Manse (a nnd d: Dosen: 0,002 cm’ und 0,001 cm’) 
starben nach Verlauf von 9 Tagen an der Infektion. Die 4 
iiberlebenden Miiuse (b, c, e und f) wurden 97 Tage nach der 
1. Infektion reinfiziert (Dosen 0,004 — 0,001 cm’) ; 3 starben 
an der Infektion, wahrend 1 (e: Dosis 0,001 cm’) sie iiber- 
lebte. Maus e wurde wieder 43 Tage nach der 1. Reinfektion 
reinfiziert (Dosis 0,01 cm’) und starb 10 Tage spater an der 
Infektion (s. V. R. VI), 
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Versiichsreihe VIl : 

6 weisse Mause: a— f (Gewichl 14 — 15 g) : Perorale Infek- 
tion D. B. K. 339 1 Blul mil fallenden Dosen; 0,002 — 0,0005 
cnP. 5 Mause (a, b, e, d vmd f) sVarben 8 — 11 Tagc spaier 
an dcr InfeUtion; 1 Mans: e: Dosis 0,0005 cm“ iiberleblc sic, 
wurdc 95 Tage nach dcr 1. Infcklion rcinfizierl (Dosis 0,001 
cnP) und starb im Laufc von 9 Tagcn an dcr Infcklion (s. 
V.R. VII). 

Versiichsreihe VIII: 

10 weisse Miiusc: a — (Gcwichl 12 — 16 g). Perorale In- 
fektion D.B. K. 256f Blul mil fallenden Dosen: 0,002 — 0,0005 
enP; 3 Miiusc (c, d, e: Dosis; 0,001 env’) starben 9 Tagc spii- 
ter an dcr Infcklion; die iibrigen 7 wurden 76 Tagc nach dcr 
1. Infcklion (Dosen: 0,004 — 0,001 enP) rcinfizierl, und allc 
slarben 9 — 11 Tage spiiter an dcr Infcklion (s. V.R. VIII). 

Versiichsreihe IX: 

6 weisse Miiusc: a — f (Gcwichl 14 — 10 g). Perorale In- 
feklion D. B. K. 376c Blul mil fallenden Dosen: 0,002 — 0,0005 
cm*. Nur 2 Mihisc c \md d (Dosis; 0,001 enP) slarben 11 — 17 
Tage spiilcr an dcr Infcklion, und 1 Mans (f. Dosis: 0,005 
-nP) starb 35 Tage danach (aus einem anderen Grunde). Die 
iibriggcblicbcnen 3 Miiusc wurden 62 Tage nach dcr 1. In- 
fckliou (Dosen: 0,004 — 0,002 enP) reinfizicrl; sie slarben allc 
9 — 12 Tage spiiter an dcr Infcklion. Bci Aussaal aus dem 
Blul von Mans a (Dosis 0,004 cm*) cnlslandcn jedoch nur 
wenige (7) Kolonicn. S. V.R. IX. 

Versiichsreihe X: 

6 weisse Miiuse: a— f (Gewichl 12—15 g) ; Perorale In- 
fektion D. B. K. 363a Blul Kolonie mil fallenden Dosen: 0,002 
0,0005 cup. Nur I Mans (a: Dosis 0,002 cm*) slarb 9 Tagc 
spiiter an dcr Infcklion; die iibrigen 5 Miiusc (b — f) hlicbcn 
leben und wurden 62 Tage nach dcr 1. Infcklion rcinfizierl 
(Dosen: 0,004 — 0,001 cm*). Sie slarben allc an der Infcklion 
im Laufc von S— 9 'fagen. S. V.R. X. 
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Die iibrigen 6 Mause, die die Infektion iiberlebten, wurden 
48 Tage nach der 1. Infektion reinfiziert (Dosen 0,5 — 0,05 
cm®) und starben alle an der Infektion im Laufe von 7 — 12 
Tagen (s. im iibrigen V. R. XIV). 

Versuchsreihe XV: 

8 graue Hausmause (Gewicht 12 — 19 g). Perorale Infek- 
tion D. B. K. 63i Blut mit fallenden Dosen: 0,5 — 0,001 cm®. 
2 Mause starben an der Infektion, namlicli Maus" a (Dosis 
0,5 cm®) t 7 Tage und Maus c (Dosis 0,05 cm®) t 6 Tage; 
Maus g (0,001 cm®) starb nach 14 Tagen (Septikamie, aber 
keine Milzschwellung; aus dem Blut kein Wachstum auf Agar- 
.A^gar). Die iibrigen 5 Mause, die die Infektion iiberlebten, 
wurden 32 Tage nach der 1. Infektion reinfiziert (Dosen 0,5 — 
0,05 cm®) ; sie starben alle im Laufe von 5 — 6 Tagen an der 
Infektion (S. V. R. XV). 

B. Perorale Infektion mit lebender Kultur nach Smaliger 
subkutaner Infektion von getoteter Kultur. 
Versuchsreihe XVI: 

10 weisse Mause (Gewicht 18 — 20 g). Subkut. Injektion 
mit getoteter D. B. K. 172d Blut Kolonie 3nial mit 10 — 13 Ta- 
gen Zwischenraum (s. im iibrigen V. R. XVI). Nach der 3. 
Injektion starben 2 Mause a und i (Endotoxinwirkung?). Die 
iibrigen 8 Mause wurden 32 Tage nach der letzten Injektion 
peror. infiziert mit D. B. K. (Dosen 0,5 — 0,001 cm®). Alle star- 
ben an der Infektion im Laufe von 5 — 7 Tagen. 3 Mause: 
sparsames Wachstum aus dem Blut, und bei 1 Maus kein 
Wachstum. 

Versuchsreihe XVII: 

10 weisse Mause (Gewicht 15 — 22 g). Subkut. Injektion 
mit getoteter D. B. K. 194e Blut Kolonie 3mal mit 12 — 13 Ta- 
gen Zwischenraum (s. im iibrigen V. R. XVII). 7 Mause star- 
ben an der Endotoxinwirkung und 2 an einer zufalligen an- 
deren Infektion; nur 1 Maus (e) iiberlebte die Injektionen 
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und wurde 18 Tage nacli der letzten Injektion mit D. B. K. 
infiziert (Dosis 0,05 cm®). Sie starb an der Infektion im 
Laufe von 8 Tagen. 

Versuchsreihe XVIII: 

10 weisse Manse wurden 3mal mit 11 — 12 Tagen Zwischen- 
raum subkutan mit getdteter Bouillonkultur (s. V. R. XVIII) 
injiziert. Es wurde bei diesem Versuch glucosefreier Bouillon- 
Kultur angewandt, um so weit wie moglich zu vermeiden, dass 
die Manse infolge einer Endotoxinwirkung starben. Trotzdem 
slarben 2 Manse liieran sowie 2 Miiuse an einer zufalligen an- 
deren Infektion, so dass nur 6 Manse die Injektionen iiber- 
lebten; diese ^vurden 12 Tage nach der letzten Injektion pe- 
roral mit D. B. K. infiziert (Dosis 0,05 cm®). 5 von den Mausen 
starben im Laufe von 6 — 7 Tagen und 1 Mans erst nach 20 
Tagen, aber alle infolge der Infektion. Aus dem Bint und der 
Milz von zwei der Miiuse entstand nur sehr geringes Wachstum 
der Bakterie auf Agar-Agar. 

Von den im ganzen 157 weissen und grauen Mausen, die 
die Versuche umfassten, starben also 87 an der Infektion, der 
Endotoxinwirkung oder an zufalligen anderen Infektionen. 
Die ubrigen 70 Miiuse wurden reinfiziert mit Glukose-Bouil- 
lon-Kultur (12 — 97 Tage spater) : 66 von diesen Mausen gin- 
gen an der Infektion zu Grunde, wiihrend 4 Mause die Infek- 
tion iiberlebten. Diese 4 Miiuse wurden abermals mit Glukose- 
Bouillon-Kultur (27 — 43 Tage spater) reinfiziert und starben 
alle nach 4 — 12 Tagen an der Infektion; doch gab es aus 
dem Blute von 2 dieser Miiuse kein Bakterienwachstum auf 
Agar-Agar, und aus der Milz der einen nur ein sehr spiirli- 
ches Wachstum. 


Zusammenfassung. 

Das Ergebnis der Versuche ist also, dass es bei diesen Ver~ 
suchen im grossen und ganzen nicht moglich gewesen ist, 

Acta path. Vol. XX. 2 
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(AUS DEI? HYGIENISCHEN ABTEILUNG DES KAROLINISCHEN 

INSTirUTS 

DIBEKTOB: professor, DR. MED. CARL NAESLVND) 


ZUR OLIGODYNAMIE BEI DEN PYRIDIN-, 
CHINOLIN- UND AKRIDINABKOMMLINGEN 

Dr. mcd. Otto Orustcin. 

(Eingegangen hci der Rcdaktion am G. Juni 19i2). 

Da Reaktionsverschiebungcn bci der Eiinvirkiing von Was- 
serstoffsupcroxyd auf mclallischcs Kiipfcr den Oxydalions- 
prozcss nach Spiro (1) nichl \vcscntlich bceinflusscn, so wird 
man annchinen miisscn, dass die Aiifnahnic der diirch Oxy- 
dation iind weitere Umsclzung mil Koliicnsaurc, Sclnvcfcl- 
wasscrsloff u. a. enlslelienden, in Wasser unldslichcn, in Ain- 
moniak, Aminosauren, Pcptonen, Ehvciss und Lipoiden abcr 
loslichen Kupfervcrbindungen und dcrcn von der Wasscr- 
sloffionenkonzentralion abhiingige Wirkiing vorwicgcnd cine 
Funklion der Kcimincmbrancn darslclll. Sowohl zwischcn vcr- 
scliiedenen Gruppcn von Kcinien wie auch zwischen Kcinicn 
der gleichen Kultiir bzw. vcrschiedcncn Alters beslclmn be- 
kanntlich crhebliclie Gradunlerschicde spczifischer und un- 
spezifisclier Rcsislcnz, Im Sinnc einer Venindcrung des Qucl- 
lungszuslandes der Keinimcmbrancn konncn wie die Wasser- 
stoffioncn auch gcringc Verandcrungcn im Elcklrolylgehnll 
der Losungsmitlcls durch Forderung odor Hcmmung des 
Austauschcs zwischcn Zellcn und Ldsung wirkcn und damil 
(lie Adsorption bzw. den Durchlrilt keimlotcnder Substanzcn 
und dcrcn cheniischc Bindung fordern odcr hcnimen. 

Die Halogenc haben nun durch ihrc Affiniliil zu den Ami- 
nogruppcn des Eiweisscs und seiner Bauslcinc und die da- 
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in den liochsten »oligodynainisch« wirksamen Verdiinnungen (2. u. 
U. 3. Phase) sind es aher eigentlich niclit melir die einzelnen ge- 
nannten Stoffe wie Halogene, Metallsalze, Neutralsalze, u. a. hzw. 
deren lonen, sondern deren Gesamtheit, d. h. die Kombination der- 
selbeii, wclclie zur Wirkung kommt. 

Unter dicser Vorstellung werden, wie icli schon in friilieren Ar- 
heiten darzulegen versucht hahe, aucli Probleme der inneren Des- 
infektion verstandliclier. Wenn z. B. bezuglich manclier Chemo- 
therapeutica immer wieder festgestellt wird, dass sie in viti’o nur in 
geringem Masse Oder spat wirksam Oder praktisch unwirksam sind, 
sich vielmehr erst im Tierversuch Oder am kranken Mensclien als 
wirksam erweisen, so kann es sich dabei um mehr Oder weniger spe- 
zifisclie Leistungen der betreffenden Stoffe handeln wie bei den Deri- 
vaten des Hydrocliinin, den Akridiniumverbindungen, dem Salvar- 
san u. a., Oder auch um allgemeinere, weitgehend unspezifische 
Wirkungen, wie sie neuex’dings an sulfanilierten Pyridinverbindun- 
gen beobachtet wurden. Von diesen berichtet G, Domagk (4): »Ober 
den Wirkungsmeclianismus der neuen chemotherapeutischen Mittel 
sind die Ansichten geteilt. Nach unseren experimentellen Ergeb- 
nissen diirfte die ei’ste Phase stets in einem direkten Angriffe auf 
die Keime zu sehen sein, aber nur selten werden die Bakterien 
vollig abgetotet, sondern nur soweit vei’andert, dass sie durch die 
naturlichen Abwehi’krafte des Korpers einer vdlligen Veimichtung 
zuganglich gemacht werden; z. B. verbal ten sich nach der Behand- 
lung mit Prontosil die virulenten Sti'eptokokken wie avirulente und 
werden von den Phagozyten, Leukozyten und Monozyten angegrif- 
fen,« Dies Verhalten des Prontosil gegen Streptokokken weist we- 
sentliche Merkmale des Virulenzsturzes auf, welchen Morgenroth 
und seine Mitarbeiter (5) als Funktion der Depressionsimmunitat 
bei Mausen gegen Streptokokken und weiterhin als Wirkung der 
hoheren Homologen des Hydrochinins sowie der Akridiniumverbin- 
dungen gegen Pneumo-, Strepto-, Staphylokokken zuerst als repro- 
duzierbaren Versuch zur experimentellen Pathologic der inneren 
Desinfektion mitgeteilt haben. Alle diese Stoffe lassen — von spe- 
zifischen Wirkungen abgesehen — mehr Oder weniger langsam ein- 
tretende und keineswegs sehr hohe Wirkungswerte in vitro fest- 
stcllen, insbesondere, wenn man statt des Suspensionsversuche den 
Keimtragerversuch zur Priifung heranzieht. Trypaflavin und Riva- 
nol erweisen sich nach Hailer bei Ausschaltung der Entwickelungs- 
hemmung durch die Keimtragermethode in der Wirkung auf Sta- 
phylokokken als sehr schwa ch (6)» Ich selbst fand die Alvridinium- 
xerbindungen, »vor allem Rivanol, in sauren bis neutralen, wasse- 
vigen Losungen an sich praktisch wirkungslos, durch Alkali und 
Salz liberhaupt erst in ihrer Wirkung entfaltet und gefordert, .... 
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1)611 wordcii, von Kroo z, 13, fiir Scilvcirscin lici dcr Rcciirrcns 
der Maus (5). Es isi dabei ganz besonders an die stark ei- 
weissfallende Wirkung der Chinolin- und Akridinderivate in 
deren lioheren Konzentrationcn, ebenso des Salvarsans zii 
denken. Manche Beobachtungen von Doniagk Tiber die Un- 
gunst lokaler Applikation von Sulfonamiden, ferner die star- 
ken, breiten Hemmungszoncn bei den Chinolinen und an- 
scheinend ganz besonders bei den Pyridinen, welche an die 
Wirkung des Aluminiums erinncrn (siehe Tabelle 71 und 
a. a. O. (2)) sprechen im gleiclien Sinne der Wirkungsein- 
sclirankung bei Kolloidfallung und Komplexbildung. Auf die 
Kupfersalze und ibre grosse Neigung zur Komplexbildung mit 
Ammoniak, Aminen, Aminosauren und hohcrmolekularen, 
organischen Verbindungen mit OH-Gruppcn, sowie zur Selbsi- 
komplexbildung besonders des CuCU und CuSO^ in hoheren 
Konzentrationen, wobei die Cupriionenkonzentration mehr 
Oder Aveniger stark herabgesetzt wird, liaben auf Grund der 
neueren pliysikalisch-chemischen Entdeckungen von Hittorf, 
Arrhenius, Palmer, Nernst u. a. besonders Abegg und Kohl- 
scliiitter, auf die aus diesem Vcrhalten des Kupfers (und an- 
derer Metalle) folgende Bedeutung der Verdunnung der L6- 
sungen fiir die Oligodynamic des Kupfers besonders K. Spiro 
hingewiesen. Auf wahrscheinlich analoge, biocheniische Phae- 
nomene der Anligen-Antikorperbeziehungen, welche nur un- 
ter optimalen Quantenverhaltnissen in Glas- und Tierversuch 
reproduzierbar erscheinen, sei nur verwiescn, das Neisser- 
Wechsbergsche Phaenomen, die Konkurrcnz dcr Antigene und 
die eigenartigen Beziehungen zwischen mittlcren Antigen- 
quanten und Immunisierungserfolg, wie sie von Killian bei 
der Pneumokokkenimmunilat der Maus besclirieben worden 
sind (9). 

Die von Domagk angenommene entscheidcnde Mitwirkung 
des Organismus bei dcr Wirkung der Sulfonamide, mogen 
diese nun im ganzen Molekiil oder in Teilen wirken, wirfl 
also schliesslich die Fragc auf, ob man bei diesen Verbindun- 
gen nicht ebenso wie bei den jetzt und friiher von inir unter- 
suchten anorganisclien und organischen Korpern mit kombi- 
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der Technik der Vitroversuche und der Tabellenlesung ver- 
weise ich auf die beiden friiheren Mitteilungen in dieser Zeit- 
schrift (2, 3). Diese Glasversuche waren natiirlich noch durch 
Tierversuche zu erganzen, um sich eine Vorstellung iiber die 
Art der Keimschadigung durch die erwiihnten Pyridin- und 
Chinolinderivate machen zu konnen. Es wiirde sich dabei zu- 
nachst um vergleichende Keimzahlungs- und Infektionsversu- 
che handeln, aus welchen hervorgehen miisste, wie weit etwa 
Keimabnahme in der Kultur einer Virulenzveranderung der 
Kultur im Tierversuch entspricht; und es wiirde sich dabei 
zeigen, ob nicht etwa trotz einer mangelnden bakteriziden 
Wirkung Abnahme der Virulenz vorlage. Einen solchen Ver- 
such init Rivanol, welcher das letztere Verhalten gut zur An- 
schauung bringt, entnehme ich einer alten Arbeit (7) und 
schalte ihn an geeigneter Stelle ein. 

Wie sich aus Tabelle 1 ergiht, sind annahernd neutralen 
Eiweiss- bzw. Ringereiweisslosungen (nach Ringer besalzene 
Losungen elektrolytfreien Albumin-Globulingemisches vom 
Pferd (7, S. 339) Ringereiweisslosungen variierter pTl gegen- 
iibergestellt und zeigen, ohne dass ein Eingehen auf die ein- 
zelnen Korper benotigt wiirde, einige wesentliche Merkmale 
ihrer Wirkung; 

1) Wirkungshemmung bei 1:1000 bzw. 1:3000, 

2) absolute bzw. relative Wirkung zwischen 1:1000 bis 
1:100000 bzw. 1:1000000, 

3) Zunahme der Wirkung init alkalischer Reaktion, 

4) leichte Herabsetzung der Wirkung durch Besalzung 
und Pufferung. 

Diese Versuche zeigen also verhaltnismassig gute, absolute 
Wirkungszonen in eiweisshaltiger (3 %) Ldsung, ebenso in 
den meisten Fallen in Gegenwart von Ringersalzen; etwas 
schlechtere bei Gegenwart von Phosphaten in Ringereiweiss- 
Idsung. Die Wirkungszone liegt im Bereiche hoherer Verdiin- 
nungen zwischen 1:1000 und 1:300000 bis 1:1000000. 

Die »reine Wirkung« dieser Stoffe (in wiisseriger Ldsung 
ohne sonstige Zusatze) ist meistens schlecht: So wirkte sa- 
licylsaures Oxychinolin ebenso i\ae sulfosalicylsaures Oxy- 
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Tabelle i (Fortsetzung). 


Konzentrntion: 

1 : 100 : 300 

:1000 :3000 ; 10000 

: 30000 : 100000 

pH-K. 

Einsaal 

OrthooxychmolmsiiJfon 

saKVcs Kalhni}: 



(000) 

Ringereiweiss G.3pj^ 

48 3978 

572 195 

35 

4329 

10189 

mit m/GO 7.0 » 

. 3042 

272 

21 

10270 


» Ph.-Puffer 7.6 » 

. 3895 

405 

6 

7930 


obne » 7.0 » 

. 3731 

715 


3710 


Eiweiss allein 7.0 » 

. 2262 

780 
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(Die Verdunnungen des zuletzt untersucliten Chinolindcidvats (Clii- 
nosol) Sind von 1 : 100 bis 1 : 100000 abgestuft, Oberall ist dev zwei- 
phasige Wirkungstypus ausgesproclien. Die m/GO Pliospliatpuffcr 
wirken ebenso wic die Ringersalzc kaum hemmend.) 

cliinolinnalrium mir bis 1 : 30000 u, z\v. bci nur rclativer Keim- 
verminderung : bcnzocsaures Oxycliinolin nur bis 1: 3000 und 
von 1: 300000 ab; benzoesaurcs Oxychinolinnalrium bis 1:1000 
imd von 1:100000 (?) ab, beidc Verbindungen in den liohcren 
Verdiinnungcn nur bei relative!' Keimvcrminderung; am be- 
sten wirkle noch sulfobcnzoesaures Oxychiiiolinnatrium bis 
1:1000 und von 1:100000(?) ab. Diese Stoffe Avirkten also, 
soweit sie in geniigend hohen Verdiinnungen gepriift wur- 
den, in zwei Wirkungszonen; absolut in hohen Konzentra- 
tionen bis etwa 1:3000; relativ ctwa bis 1:30000, aber auch 
noch wicdcr in sehr hohen Verdiinnungen von 1:100000 bis 
1:1000000. 

Die relativ schwache, auf zwei Zoncn verleilte Wirkung 
der Chinolindei'ivatc ist also in alkalischer Ringerciweisslosung 
auf eine durchgehende, mehr oder wcniger absolute Wirkungs- 
zone ausgeweitet. Besonders eindrucksvoll erwies sich dieses 
Verbal ten an zwei Chinosolpraeparaten (Orthooxychinolin- 
sulfonsaures Kalium), wie sich aiis Tabelle 1 crgibt. Beide 
Praeparate wirkten gleich gut untcr den gegcbenen Bedingiin- 
gen, beide in wasseriger Losiing gleich schlecht. 

Schliesslich stelle ich drei gleichzeitig angestellte Versiiche 
mit Siilfap 3 n'idin (Siilfanilamidpj^ridin?) Astra, Chinosol und 
Rivanol in wasseriger Losung und bci pH-Grcnzwerten in 
Versiich 71 zusammen mit cinem Kupferversiich aus Versiich 
72: Das Ergebnis ist ausserordentlich intercssant, indem der 
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Versuch 7i. 

Rivanol, Chinosol, Sulfapyridin (Sulfamidpyridin?) Astra in aqua 
destillata und bei Grenzwerten der H-Ionenkonzentration gegen 
Staphylokokken (Staph, aur. Aso 3.), Ansatz wie immer, Einsaat 
1/50 Ose entspr. 20 Millionen Keime, Anssaat 1/1000 der Einsaat, 
also etwa 20000 Keime, nach 48 Stunden: 


Rivanol: 

1 

1 

1 

1 

1 

aqu. 

1000 

10000 

100000 

1000000 

10000000 

aqu. 

— 

— 

+100 

+40 

±200 

2 

6.6 

— 

— 

— 

+ 

2 

3 

8.0 

— 

— 

— 

±100 

+ 

2 

n/lO NaCl 

1 

— 

— 

+ 

± 

1 

6.6 

— 

— 

±45 

+ 

± 

3 

8.0 

— 

1 " 

1 — 

— 

1 ±27 

1 

Chinosol: 






2 

aqu. 

— 





o 

6.6 

± 

3 

3 

— 

- 

0 

. 1 

8.0 

1 

3 

3 

— 

— 

n/10 NaCl 

— 

+200 

+80 

— 

+ 

2 

0 

6.6 

+ 

3 

1 


± 

8.0 

1 

3 

2 




Sulfapyridin: 

aqu. 

6.6 

8.0 

n/10 NaCl 
6.6 
8.0 


+75 

+ 

+ 

+ 

± I 

1 

±80 

± 

i 

+ 

+ 

+60 

±43 

+38 

+30 

± 

1 

1 

+ 

1 

3 

2 

1 

1 

± 

± 

±150 

±100 

+75 

±100 


1 

2 

± 

2 

2 

1 


Beachte die zweiphasige Wirkung 

din, worin sie den Sclxwermetallen -erstarken 

darunter aufgefuhrt. In “tupfer oder Silber ibre 

Rivanol, Chinosol daidn noch gesteigert, oder 

Wirkung und Selbst- 

wenigstens (Sulfapyridin) m Sulfapyridin! Wie bei Kupfer 

— sA-mluiun, und K.esel (.), 
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Versuch 7i (Fortsetzung). 


CuCl. 

n 1 

^ 1 

n 1 

n 

n 

n ! 

1 ^ 1 

aqu. 

100 

1 1000 1 

10000 

100000 

1000000 

10 Mil^ 


aqu. 

B 

1 

±200 

— 

± 

1 1 1 

2 

2 

5.9 

B 

— 

± 

1 

B 


2 

4 

6.6 

— 

±50 

±100 

± 

B 


3 

3 

7.3 

± 

± 

± 

1 

B 


3 

4 

8.0 

— 

— 


±100 

B 


2 

4 


Pyridinabkommling zwar durchweg Hemmungen zeigt, aber 
ebenso deutlich srvveiphasige Wirkung, in saurem Mittel Ver- 
starkung der Hemmung, in alkalischem Steigerung der Wir- 
kung gegeniiber der wasserigen Losung, und zwar auch bei 
Gegenwart von Kochsalz aufweist. Chinosol bietet in gepuf- 
ferten und in gepufferten und besalzenen Ldsungen die aus 
den alien Tabellen bekannten breiten Hemmungszonen zwi- 
schen 1:1000 und 1 rMillionstel dar, um von da ab besonders 
bei alkalischer Reaktion zu breiter Wirkung zu gelangen, 
deren Grenze in dem vorliegenden Versuche nicht erreicht er- 
scheint. Rivanol schliesslich zeigt bei nur angedeuteter Zwei- 
phasigkeit deutliche Verstarkung durch Kochsalz und zwar 
besonders bei alkalischer Reaktion. Kupferchlorid ist wie die 
genannten Stoffe zweiphasig, die Verstarkung durch Alkali 
(Phosphatpuffer) ist nur eine bedingte. Erst durch Kombina- 
tion mit anderen Salzen (wie Kochsalz, Aluminiumchlorid 
u. a.), Halogenen u. a. wird eine additive, oligodynamische 
Wirkung erreicht (2). 

Es diirfte kaum der Miihe lohnen, an Hand so weniger 
Versuche iiber den Mechanismus der Wirkung der genannten 
Stoffe mit Riicksicht auf deren Bau auch nur Vermutungen 
auszusprechen. Da aber die Merkmale der Mehrphasigkeit und 
der Abhangigkeit von einer den physiologischen Verhaltnissen 
angenaherten Reaktion, bei Verstarkung durch bzw. bei weit- 
gehender Indifferenz gegen Besalzung, gegeben erscheinen, so 
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diirfte die weitere Frage besonders der Bearbeitung wert sein 
in welcher Beziebung bei den Pyridin-, Chinolin- und Akridin- 
abkommlingen die Komplex- und Selbstkomplexbildung zur 
Wirkung sleht, und ob sich daraus Vermutungen bzw. experi- 
mentelle Fragestellungen iiber die Spezifitat der genannten 
Korper und deren Derivate ergeben. Die oben genannten Merk- 
male legen jedenfalls nach dem Verhalten dieser cyklischen 
Verbindungen in vitro nahe, dass diese, wie ich schon oben 
fiir die friiher untersuchten Akridiniumverbindungen citiert 
babe, »in den Losungsverbaltnissen des normalen Blutes fiir 
die Aktivierung einer hohen Wirkung zureichende Bedingun- 
gen« finden miissen. Welcher Art diese Wirkungen sind, 
diirfte sich zunachst ganz rob aus vergleichenden Kcimzah- 
lungs- und Infektionsversuchen, \vie ich einen solchen hier 
mitteile, ergeben (7, S. 367); 

Vergleichende Priifung der abtotenden Wirkung von Ri- 
vanol auf Streptokokken durch den Kultur- und Tierversuch 
unter Beriicksichtigung verschiedener Ldsungsmittel und der 
Eimvirkungszeit des in denselben gelosten Desinfektionsmit- 
tels : 


Rivanollosung 
(1 : 100000) 

5eit d. Entnahme 
n. Beimpfg. m. 
Streptokokken 

in pijysiologiscber NaCl- 
Losg. 

1 in pbysiologischer NaCl- 
j Losg. entspr. n/100 NaOH 

! 

Keimzabl 

1 

Virulenz 
b. Mausen 

Keimzabl 

1 Virulenz 

b. Mausen 

1 Min. 

1200000 

tn. 26 Std. 

900000 

tn. 46 Std. 

4 » 

1200000 

fn. 50 » 

900000 

tn. 40 » 

16 » 

1000000 

tn. 40 » 

n. 40 Std. 

700000 

munter lebt. 

60 » 

600000 

schwer krk., 
n. 5 Tg. erholt. 

200 

» » 

240 » 

500 

munter lebt. 

• 

» » 


Ergebnis: Verstarkung 
Einwirkung 


des Virulenzsturzes bei Streptokokken durch 
alkalischer statt wiisseriger Rivanollosung. 
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Znsainmeiifossnng. 

An ciner Rcihc von Chinolinderiviilcn, insbosondcre an 
Cliinosol (Orlliooxj'chnilinsulfonsaurcs Kalinin), sowie an 
dcin Akridinderivat Rivanol imd dcm Akridinabkommling 
Sulpbapyi’idin (Snlfanilamidpyridin?) werdcn die Akliviliils- 
kurven iinlersuclil. Dabei wird dargclan, dass nngeachlcl dcr 
mangclhaften sogenannlen rcinen Wirkung in Wasscr, allc 
diesc Pyridin-, Cliinolin- und Akridinabkdininlinge zwcipba- 
sige Wirkung aufwciscn, in saurein MillcI gciieinml, in alka- 
liscliem dagegen zu brcilcn ^^'^irkllngszonen vcrsliirkl und 
durch die Elcklrolyle des Blulcs und durch dcsscn Puffer, 
insbesondere durch Ehveiss (nculralcs Albuniin-GIobulingc- 
niisch), sowcil gepriift, nur wenig cingeschranki, z. T. sogar 
(Sulfanilaniidpyridin, Cliinosol, Rivanol) noch gcfdrdcrl wer- 
den. 

Einige expcrimcnlelle Gesichtspunkle zur Fragc dcr Bezie- 
liung zwisclicn Komplcxbildung und Wirkung werden aufge- 
worfen; ebenso zur Fragc der Aktivicrung dicser zyklischen 
Verbindungen zu oligodynainischcr Wirkung unlcr den L6- 
sungsbedingungen im Organisinus. Auf die Analogic dcr Wir- 
kung dicser Keirper in vitro mil gewissen Sclnvcrinelallen 
(Kiipfer, Silber) und insbosondcre mil Aluminium und Kicscl 
wird hingewicsen. 
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(FROM THE PATHOLOGICAL INSTITUTE, UNIVERSITY OF OSLO 
CHIEF: PROFESSOR L. KREYDERG) 


HISTOLOGICAL CHANGES IN THE KIDNEYS 
IN FAT-EMBOLISM 

By Erik WaalcVj D. 

(Received for publication Juni 12th 1012.) 

In routine post mortem examinations of eases of fat- 
embolism the main interest, as a rule, is confined to tlic de- 
monstration of the fat emboli in the capillaries of the lungs, 
heart, brain and kidneys in frozen sections stained by one of the 
special fat stains. It is well known, however, that the emboli 
can produce morphological changes in the various organs. These 
secondary changes are probably more pronounced in the 
central nervous system than elsewhere, and the marked paren- 
chjunaloiis changes in the brain have been very thoroughly 
studied in the later years by the aid of modern neurohislolog- 
ical metliods. The changes in the other organs arc inconsider- 
able and have not been so thoroughly examined. 

In his monograph from 1911, Backer Grondahl (1) de- 
scribes the small histological changes in the various organs. 
In the kidneys he found a slight degeneration of the tubular 
epithelium. The glomerular capillaries contained the fat 
emboli, and in a few instances serous exudate was found in 
the glomerular spaces. As a rule the urine was normal, and 
the renal function was not impaired, although a slight oliguria 
some times has been observed. In cxperiincntal fat embolism, 
on the other hand, anuria may occur. 

We have in our laboratory observed a ease of fat-embolism 
with marked and peculiar histological changes in the kidneys, 
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and believe that these changes are due to the fat emboli. So 
far as we can see similar changes are not previously described. 

The patient E. L. was a 49 years old man. He was admit- 
ted to Telemark Hospital on the 26th of October 1940 vlth 
a comminute fracture of his right leg. On the followng day 
he had a slight rise in temperature (38» C), and became 
drowsy. The second day (28th of October) he had marked 
dyspnea and a foamy sputum. The two following days he 
became gradually unconscious, and he died in coma the 4th 
day (30th of October). The urine was normal on the day of 
admission, but was later not examined. 

Authopsy was carried out the same day and the lungs, 
brain and the kidneys were sent to the Pathological Institute 
for microscopic study. Fat emboli were found in large amounts 
in the capillaries, of the three organs. The brain showed in 
addition to punctiform hemorrhages marked parenchymatous 
changes which will he thoroughly studied by dr. Cammer- 
meyer. In this paper only the . changes in the kidneys, vill be 
dealt wnth. 

1. Frozen section stained by Sudan. In the glomeruli 
numerous. globules and cylinders of fat are found. As a rule 
not more than 6 — 8 fat droplets are seen in one glomerulus, 
and in some there is none. The renal tubules does not show 
any fatty degeneration. . 

2. Hematoxylin Eosin, {Fig. 7 ) . In paraffin sections stained 
by H. and E., many glomeruli contain an eosinophilic rather 
homogenous material appearing as red cylinders and globules. 
As a rule the capillary loops are completely filled by these 
eosinophilic deposits, but in some places a fesv red blood 
corpuscles are found in the center or adhering to the periphery. 
Their number varies from the one glomerulus to the other. 
Usually there is not more than 10, and in some there is none. 
The epithelial cells of the glomeruli and the capillary endo- 
thelium does not show any proliferation, and there is no 
exudate in the glomerular spaces. The cells of the tubuli 
show a slight post mortem autolysis, and there is no definite 
signs of degeneration. 
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These eosinophilic deposits are very much like the hyaline 
thrombi which can be found in the glomeruli in subacute 
bacterial endocarditis and the hyaline- thrombi observed in 
acute nephritis by MacCallum (2) . The material is stained blue 
by Weigerts fibrin stain, and red by Mallorys connective tis- 



Fig. L 

Vbotomicrogi’aph. The hyaline deposits in the glomeruli are seen, 
Hematoxylin-Eosin stain. 


sue stain. According to the histological staining reactions, 
therefore, it should be correct to regard the eosinophilic 
material as fibrin thrombi. 

In order to demonstrate the relationship between the fat 
emboli and the fibrin thrombi, frozen sections were stained 
by Sudan counterstained by Ironhematoxjdin {Fig. 2). The 
thrombi appeared as dark black masses, even darker and 
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more intensely stained than the nuclei. There is a marked 
contrast between the fat droplets and the fibrin thrombi 
Some glomeruli contain only the emboli, others only the 
thrombi, but in most places, both of them are present. In 
some glomeruli the thrombi and emboli are found wide apart, 
but in many they are found side by side. 

There is reason to believe that the formation of these 
fibrin thrombi in some way depends upon the fat emboli. 
The most likely explanation is that they are caused by the 
mechanical blockade of the capillary loops, but it can not 
be excluded that some functional disturbance, as for instance 
true stasis, may play a role. As demonstrated in the sections 
stained by Sudan and Ironhematoxylin some glomeruli con- 
tained only fat, others only thrombi. This non-conformity 
in the distribution may give support to the supposition of a 
functional etiology of the thrombi. Several circumstances, how- 
ever, can explain this apparent non-concordance in the dis- 
tribution of the emboli and thrombi. Some emboli may have 
occured so late that there has been no time for the develop- 
ment of the thrombi. Secondly the explanation may be that 
some emboli may become loosened, after having first oc- 
cluded the vessel and caused the production of the thrombi. 
The discongruity in the distribution of the thrombi and em- 
boli does not, therefore, necessarily mean that the mechanical 
occlusion of the capillaries is not the cause of the thrombi. 
The non-conformity, it remains to be said, was not very large. 
Whether the fibrin thrombi are produced by mechanical in- 
fluence alone or by functional changes or both can not be 
decided, but in any case we regard them to be dependent on 
the fat emboli. 

As mentioned above, MacCallum has described hyaline 
thrombi in the glomeruli in cases of acute nephritis. These 
hyaline thrombi were, according to the description, very much 
alike the fibrin deposits observed in this case. The question 
arises, therefore, whether the changes observed in this case 
might have been followed by the usual findings in subacute 
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and chronic nephritis if the patient had lived longer. Some 
observations by Hagerty (3) lend support to this theory. 
Hagerty injected emulsified oleic acid, liquid petrolatum and 
human fat into the renal arteries of dogs and rabbits. The 
animals were killed on the lOlh day and later. Two varieties 
of lesions were observed, dependent on the chemical composi- 
tion of the fat. Mild fat irritants caused proliferation of the 
endothelial cells and minimal growth of connective tissue, 
whereas strong irritants caused swelling of the endothelial 
cells and marked production of collagenous tissue. The lesions 
are in many respects similar to those seen in diffuse 
glomerulonephritis. As Hagerty did not study the anatomical 
changes before the 10th day, it is impossible to compaire 
the changes in Hagcrlys experiments with those in this case, 
where probably 2 — 3 days only had passed since the occur- 
rence of the fat emboli. Hagerty believes that the anatomical 
changes wliich he has observed in the glomeruli arc due to 
the irritating effect of the fat and not to the circulatory dis- 
turbance following the occlusion of the vessels. It is not un- 
likely, however, that similar changes maj" have been present 
in the glomeruli of Hagertys animals at an earlier date, as 
for instance 2 — 4 days after the introduction of the fat into 
the renal arteries. 

The role and frequency of the changes observed in our 
case are unknown. As mentioned above we have not found 
any reports in the literature of similar changes in the kid- 
neys in cases of fat-embolism. As a rule the brain .symptoms 
dominate the clinical picture, and it is therefore reason- 
able that the clinicians and anatomists have considered the 
brain more closel 3 ’, than other organs. It will, however, be 
of great interest if the clinicians could studj' the kidnej' func- 
tion more closelj' than usual in cases where fat-embolism 
can be expected. Not onlj^ should the urine be tested for the 
presence of albumen and blood, but particularlj' should the 
diuresis and excretion of urea be controlled. 
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AUS DEM STAAl'LlCHEN DAKTEIUOLOGISCHEN LABORATO- 
EWM ZU STOCKHOLM (VORSTAND: PROF. DB. CARL KLING). 


EIN VEREINFACHTES VERFAHREN ZUR REIN- 
ZtiCHTUNG VON MUNDSPIROCHaTEN 

Von Harry S, Klch}, 

(Eingcgangcn hoi cler Rcdaktion am 17. Juni 1042). 

Bisher liegcn wedcr klinischc nodi expcrimcnlcllc Bewcisc 
dafiir vor, dass die oralen Spirodialen allcin Krankhciien bcim 
Mcnsdicn hervomifcn konnen. Dagcgcn sind die ineislcn For- 
sdicr auf dicsem Gchiel dariiber cinig, dass diese Spirodialen, 
in SjTiibiose mil gewissen andcren Mikroorganismen (fusi- 
formcn Bazillcn, Vibrionen und Kokken), sowohl akiilc als 
dironisdic Krankhcilszuslandc in der Arundhdhlc herv^orrufen 
konnen. Angina Vincenli sci als Bcispid angcfiilirl. Die Rollc, 
die die Mundspirochalcn bei der Enlslchung dicser Krank- 
heilszustandc spielcn, ist indcssen nodi ungeklarl. Dass dem 
so isl, diirflc leils auf der Sdndcrigkeil beruhen, zu bcurlci- 
Icn, ob die in dem angegriffenen Gewebe nachgewiesenen Mi- 
kroorganismen palliogene Wirkiing besilzen odcr niir sekun- 
dar von der normalcu Flora der Mundhdhlc her dahingdangl 
sind, leils auf den lechnischen Sdnvierigkcilcn, weldie die 
Reinziichlung von Spirodialen darbielcl. 

Da ich mir die Aufgabe geslcllt halle, zu unlcrsudien, wel- 
che Bedeulung die Mundspirochalcn fiir die Enlslchung und 
Enlwicklung der Zahnflcischkrankheilen haben, richlclc ich 
ineine Beniuhungen zunadisl darauf, cin zuvcrlassiges, cin- 
faches Verfahren zur Rcinzuchlung diescr Mikroorganismen 
zu finden. 
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Folgende Mundspirochiiten sind Gegenstand 
suchung gewesen: 


der Unler- 


Treponema microdentium (Noguchi), 

» macrodentium (Noguchi), 

» vincenti (Blanchard), 

» buccale (Cohn, Dobbel). 

Ich gebe hier eine kurze Beschreibung dieser Spirochaten. 
in der Hauptsache nach Smith, 


Treponema microdentkim ist eine der kleinsten Spirochaten, die 
in der Mundhdhle des Menschen vorkommen. Die Lange variiert 
zwischen 3 und 12 ^ und die Breite zwischen 0,2 und 0,25 f*. Die 
Anzahl der Windungen ist je nach der Lange und dem Alter ver- 
schieden. Bei jungen Formen hetragt diese Anzahl 4 his 6, bei 
alteren bis zu 20. Die Windungen sind regelmassig und scharf 
markiert. Undulierende Membran und Zilien fehlen (Dobbel), Das 
Zytoplasma enthalt Chromatinkonichen (Miihlens). Die Bewegungeu 
sind langsam und bestehen teils in einer Rotation um die eigene 
Achse, teils in Fortbewegungen in der Langsrichtung, die ebenso 
leicht nach vorwarts wie nach riickwai'ts geschehen. Die Teilung 
erfolgt transversal, einfach Oder multipel. 

Treponema macrodentium ist, wie der Name angibt, grosser 
als der soeben hescliriehetie Mikroorganismus und misst an Lange 
zwischen 4 und 15 an Breite zwischen 0,3 und 0,45 «. Die Win- 
dungen sind bedeutend gi’osser und grober als bei microdenthiin, 
die Bewegungen erfolgen betrachtlich rascher, im librigen aber hat 
diese Spirochate dieselben Eigenschaften wie die letztgenannte. 

Treponema vincenti ist ein klein wenig grosser als macroden- 
tium, hat aber sehr unregelmassige W’indungen. Die Lange variiert 
zwischen 5 und 20 die Breite zwischen 0,3 und 0,5^. Zilien sind 
nicht vorhanden, die Fortbewegung erfolgt durch rasches, aalahn- 
liches Schlangeln. Die Teilung geschieht transversal, einfach Oder 
multipel. 

Treponema buccale ist die gi'osste der Mundspirochaten, mit 
einer Lange von 3 bis 25 ^ und einer Breite von 0,6 bis 0,8 Im 
Dunkelfeldmikroskop gesehen, bewegt sie sich wie ein Regenwurm. 
Da sie infolge ihrer Dicke doppelkonturiert erscheint, ist sie die am 
leichtesten zu erkennende der Mundspirochaten. -Zilien fehlen, che 
Teilung erfolgt transvei’sal. 

Miihlens und Hartmann gelang es als ersten, Mundspiro- 
chaten reinzuzijchten. Als Substrat verwendeten sie Pferde- 
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serumgelatine, und dcr rcingczucblcle Mikroorganismus wur- 
de Spirochaeta deniiiim genannl. Noffuchi slelllc in Reinlcul- 
lur dieselbe Spirocbiile dar, die er jcdocb Treponema micro- 
dentium nannte, imd ausscrdem cine grosserc, von ibni als 
Treponema macrodcntiiim bezcicbnelc. Er bcnulzle Scbaf- 
scriim, dcm kleinc Stiickc friscbcr Hodcn odor Nicrc von 
Scbaf Oder Kanincben zugcsclzl warcn, und das unlcr Lufl- 
abschluss auf 37® C gcballen wurdc. Die Einsaal crfolglc durcb 
Stick in das Zcnlrum ciner boben Agarsiiulc in cinem gc- 
wdhnlichcn Reagcnsrdrcben. Auf Grund cigencr Versucbe 
muss icb indcsscn Smith bcisliimncn, vcnn cr sagt, dass die 
Metbode umsliindlicb und aucb unzuvcrlassig isl. Urn cine 
Rcinkullur zu erballen, muss man niimlicb 10 bis 20 Robrcn 
bescbickcn, da gasbildcndc Mikroorganismcn, die mil in dcr 
Miscbkullur entballcn sind, oft die Agarsiiulc zersprcngen 
und dadurcb cine Trcnnung der vcrscbicdenen Mikrobcn un- 
moglicb machen. Nacbdcm Smith cnldcckl balle, dass die 
Gasbildncr in 50 % dcr Eiillc bcsciligl wurden, wcnn man das 
gemiscble Material cinem Mccrscbwcincbcn in die Leislcn- 
gcgend cinsprilzte, ergab Nogiichia klclbodc mil dieser Modi- 
fikation bcsserc Resullatc. Immer nocb bcdurflc cs jcdocb 
zii einer cinzigcn Rcinkullur oft 10 — 20 Rdbren. 

Smith verfubr folgcndermasscn. 2-proz. Fleiscbwasscragar, 
gemiscbl mil Aszitcs- odcr Plcuraflussigkcit im Vcrbiillnis 
2 : 1, wurde in gewdhniicbe Rcagensrdrcbcn bis zu einer Hdbc 
von 6 — 8 cm gcgosscn und danacb crslarrcn gclassen. Mil ci- 
ncm Plalindrabl wurdc das Ziicblungsmalcrial zenlral und 
lief in den Agar cingcimpft. Drei bis fiinf Rdbren werden 
besiit, obne dass das Material crneuerl wird; auf dicse Weisc 
wird glcicbzcilig cine Verdiinnung dcr Saal erballen. Nacb 
6 — 15 Tagcn kann man ein diinnes, nebclabnlicbcn Wacbslum 
wahrnebmen, das sick vom zcnlralcn Tcil dcr Siiulc aus nacb 
dcr Rdbrenwand bin ausbrcilct. Isl das Wacbslum bis balb- 
wegs zur Wand bin gclangl, rilzt man die Glasrdhre mil einer 
scharfen Feile ringsberum in dcr Hdbc der Mille dcr Agar- 
saulo, worauf die Rdbre abgebrocbcn wird. Danacb scbneidcl 
man mil eincm slerilen Messer den oberen Tcil dcr Agarsiiulc 
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ab. Den tibrigen Teil schiittet man in eine sterile Petrischale 
Der Agar wird'danh' longitudinal in diinne.Scheiben geschnit- 
tem Nach einigen wenigen Scheiben findet man das Spiro- 
chatenwachstum frei von anderen Bakterienkolonien. Erweisl 
sich das Wachstum bei Untersuchung im- Dunkelfeldmikro- 

skop als rein, so werden Sekundarkulturen ahgelegt. Fur diese 
ist indessen ein Zusatz von:Stucken frischen Gewebes not- 
wendig. Smith benutzte Stiicke von ; Kaninchenniere. 

Die oben ;beschriebenen Methoden sind natiirlich sehr um- 
standlich und zeitraubend und ergeben ausserdem ungleicli- 
massige Resultate. Bessere Resultate sind niit Fortners Plat- 
tenmethode zur Anaerobziichtung erzielt worden. Fortner 
selbst ist, wie Gins mitteilt, mittels dieser Methode die Rein- 
ziichtung von Treponema microdentium gelungen. 

Nachdem icli' .mit den oben angefiihrten Methoden zu kei- 
nem befriedigenden Ergebnis, gelangt war, wandte ich mich 
der Fortner’ schen Plattenmethode zu. In ihrer ursprunglichen 
Form ist diese Methode indessen mit, gewissen Nachteilen be- 
liaftet. So ist es schwierig, diejenige Halfte des .Substrats, die 
mit Serratia marcescens besat -vvird, .von der anderen, fiir das 
Untersuchungsmaterial bestimmten Halfte effektiv zu tren- 
nen. Hiniiberwachsen von Serratia in die letztgenannte Halfte 
trifft daher oft ein, entweder dadurch verursacht, dass die 
beiden Substrathalften miteinander in Beriihrung kommen, 
Oder dadurch, dass .Feuchtigkeit . den Transport vermittelt. 
Optimale Bedingungen fiir. das Spirochatenwachstum schie- 
nen auch bet dieser Methode nicht vorzuliegen. So gelang es 
mir Spirochatemyachstum nur auf etwa jeder;zehnten Platte 
zu erzielen, und- ferner, war es linmoglich, auf. diese Weise 
eine Sekunddarkultur zu ; erhalten; 

Eine von mir .-vorgenommene, nachstehend' beschriebene 
Modifikation der Fortnerschen Methode fiihrte indessen zu 
besseren Resultaten (Abb. 1—3). In einer kleineren Petri- 
schale mit niedrigem Rand (A), die eine diinne Schicht ge- 
wohnlichen Agar enthielt, wurde Serratia ausgesat, worau 
die Schale mittels einer Plastilinkugel (B) auf der Glasplatfe 
(C) befestigt wurde. Die grossere Petrischale (D), die ein aus 





Abb. S. 


Abb. IS. 

Ziir Veranschaiilichung doi* Jiior l>esclir]cbencn iAfodifikatioii 
der For(7icrschQn iNIethode. 
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2 Teilen 2-proz. Agar + 1 Teil Bouillon + i Toil inaktivier- 
tern Pferdeserum bestehendes Substrat enthielt, konnte nun 
in ihrer Gesamtheit mit dem Primarmaterial besat werden 
worauf sie mit der Substratoberflache nach unten iiber die 
kleinere Schale auf der Glasplatte gestellt ivurde. Danach wur- 
de mit Plastilin gedichtet (E). Die Inkubation erfolgte in 
Thermostat bei 37° zwei Tage lang, danach bei 30“. Nun ging 
es bedeutend leichter, aus Material von Zahnfleischtaschen 
her Spirochaten zum Wachsen an der Oberflache zu brin- 
gen, aber sie kamen zumeist in Mischkulturen vor und enl- 
wickelten sich andauernd nicht auf Sekundarplatten. 

Im Hinblick darauf, dass die Mundspirochaten am besten 
in Zahnfleischtaschen und in Schleimhautrissen gedeihen, 
inachte ich nun mit demselben Ursprungsmaterial eine tiefe 
Aussaat in das Substrat, so dass geivissermassen eine kiinst- 
liche Tasche gebildet \vurde. Im ubrigen wurde wie oben ver- 
fahren. Das Ergebnis war, dass nach 24 Stunden bei 37“ 
Wachstum auf so gut wie jeder Platte vorhanden war, teils 
ein Oberflachenwachstum, das sich im Dunkelfeldmikroskop 
als eine auch Spirochaten enthaltende Mischkultur erwies, 
teils ein Wachstum im Innern des Substrats. 


Das Wachstum im Substrat hatte ein sehr charakteristi- 
sches Aussehen. Schon nach 24 Stunden war ein von iibrigen 
Wachstum scharf abgegrenzter, horizontal wachsender Ring 
von etwa 3 mm Durchmesser wahrzunehmen. Ein 0,5 mm 
breiter Rand hatte weisse, opake Farbe, wahrend das Wachs- 
tum innerhalb des Kreises einen mehr nebelartigen, durch- 
scheinenden Charakter aufwies. Der Durchmesser nahm an- 
fangs ungefahr urn 2 mm pro Tag zu, nach dem sechsten 
und siebenten Tage um 3 mm in 24 Stunden (siehe Abb. 4). 
Am achten Tage begann der opake aussere Randstreifen all- 
mahlich zu verschwinden, und das Wachstum bot nun ein 
Aussehen dar wie in Abb. 5. Die inneren Ringe in Abb. 5 
und ebenso in Abb. 6 bestehen aus Mischwachstum in ande- 
ren Schichten des Substrats, welches Wachstum sich lang- 
samer entwickelt. Konzentrischer Wuchs bildet im allgemei- 
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Abb, //. 


ncn die Rcgcl, dass aber Ausnahincn vorkommcn, gelil aus 
Abb. 6 hcrvor, 

Nimmt man die Obcrflachcnschicht ^vcg und iinlcrsuchl 
dann Probcn vorn Randc dcs Wachslums ini Dunkelfcldinikro- 
skop, so findet man vcrcinzclic, Icbhafl bcwcgliche Spiroclia- 
len, wahrcnd wcitcr nach dcm Zcnlrum bin cnlnommcnc Pro- 
ben Massen von Spirochalcn aufwciscn, die jcdocli iiicbt gan7. 
so Icbhaft bcwcglich sind \vie die im peripheren Wachslum. 
Noch weiter nach dem Zcnlrum bin sldsst man aiif Baktcricn, 
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die, in Symbiose mit. Spirochaten verschiedener Art, die in- 
neren Ringe bilden. 

Reinkulturen . von Spirocbaten konnen erhalten werden. 



Abb. 6. 



Abb. 7. ■ • 

Das Wachstum der reinen Spirocliatenkultur. . 


angdegt ^verden. Bisweilen BmsUchen 

nichl, sondem Reinkultur d« 

erhalten. Die Reinkultur 1st gas Bild clnes. 

Ringhildnng ausWelbt, und dass das Wachstu 
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Abb. S, 

Treponema microdcnthim Nog. Dunkclfolclniikroskop. 


homogeneii Nebels darbiclcl, der nach der Peripherie des Sub- 
strats bin forlsclircilcl (siehe Abb. 7). Die Inkubalion der 
Sekundarkiillurcn muss 4 Tagc lang bei 37^ crfolgcn, crsl 
danach diirfen sic in Thermoslat von 30^ uberfiihrt werden. 



Abb. 9. 

Cliarakleristische Ansammlung von Treponema inacrodenihim Nog. 

Bei A Tcilung. 
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nsches herisches Gewebe muss ia dem Substrat amvesend 
sem damit es zum Spirochaten^Nmchs in den Sekundarkultu- 
ren kommen soli. Ich verwende Stiicke von Meerscbweinchen- 
hoden, die emem kurz vorber getdteten Tier entnommen sind 
Die Stiicke werden in die Petrischalen eingebracht. da Stiick 
in jede Schale (F. Abb. 2), worauf der Agar so aufgegossen 
wrd, dass die Hodenstiicke vollstandig von dem Substrat be- 








m 
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Abb. m. 

Treponema vincenti. Victoriablau. 

deckt sind. Die Flatten konnen im Kiiblsclirank aufbewahrt 
^s'erden, jedoch nicht gut langer als hochstens 2 Wochen, 
da dass Substrat sogar im Kiihlschrank leicbt mit Schimmel- 
pilzen infiziert ivird, 

Mittels des oben beschriebenen Zuchtungsverfahrens ist 
es mir gelungen, Reinkulturen von Treponema microdentium 
und macrodentium me aucb von Treponema vincenti zu er- 
halten (siehe Abb. 8 — 10). Aucb Treponema buccale lasst sich 
mittels desselben Verfahrens ziicbten. Die Reinziichtung die- 
ser Spirocbate ist jedoch bisher noch nicht gelungen. 


Zusammenfassung. 

Dutch eine Modifikation der Forfnerschen Plattenmetho- 
de und dutch tiefe Versenkung der Aussaat in Serumagarplat- 
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ten mit geringem Gehalt an Agar (za. 1 %) ist es dem Verf. 
gelungen, aus Material von Zahnfleisclitaschen her Mund- 
spirochaten reinzuziichlen. Das angegebene Verfahren bedeu- 
tet eine wesentliclie Vereinfachung der friiheren Technik. 
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EFFECT ON LEUKEMIA IN MICE FROM 
LOWERING OF THE BODY TEMPERATURE*) 

By J, Engelhreth-Holm and Helge Eliorm, 

(Received for publication September 5th, 1942). 

The effect of variations in temperature on various tumor 
cells has been the subject of numerous investigations. Ex- 
periments in this respect have often shown that the malignant 
tumor cells were more sensitive than the corresponding norma! 
cells and were destroyed or inhibited by changes in the tem- 
perature that affected the normal tissues but slightly or not 
at all. 

Elevation of the temperature to 45 — 47^ is fatal to the 
tumor cells of carcinomatous tissue from mice (in vitro) — 
as was shown already by C. O. Jensen (1903). Therapeutic 
experiments have been carried out in . particular with employ- 
ment of elevation of the temperature by means of electrical 
currents of high frequency. 

In 1927 Westermark showed that carcinomatous tissue as well as 
sarcomatous tissue transplanted in rats »in most cases disappeared 
without any particular damage to tlie surrounding tissue« after 

*) The studies here reported were carried out with the aid of 
grants from Anders Hasselbalcb’s Leukemia Fond and Consul General 
Ernst Carlsen and wife's legacy, together with a donation from 
Mr. J. S. Falck, Merchant, Copenhagen. 
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such treafinent. In this country Overgaarcl & Okkels have reported 
some experimental studies with diathermy of transplanted sarcoma 
(Crocker ISO) in mice, in which they were able to confirm that 
the increased temperature was more injurious to the sarcoma cells 
than to the normal cells. In experiments with tissue cultures it 
has also been confirmed that tumor cells are more sensitive to 
heat than are the corresponding normal cells (Volmar, 1940). 

It is to be emphasized, however, that all these experiments 
were carried out on transplanted tumors which in therapeutic 
experiments are by no means directly comparable with spon- 
taneous tumors. Most often the latter prove far more resistant 
to the various forms of treatment than transplanted tumors 
or tissue cultures. 

As far as we have been able to find out, no corresponding 
observations haA^e been made on spontaneous tumors, and as 
long as this is the case it will not be justifiable to expect any 
favorable results from application of »heat therapy« in the 
treatment of malignant tumors in man. 

Lowering of the temperature has likeAvise been emplo^^ed 
several times in experimental studies. Here the conditions 
involved are more difficult to account for, however. While 
a rise in temperature of 5 — 10° will kill every cell simplj’^ be- 
cause tlie proteins are denatured at such temperatures, living 
cells can stand even considerable chilling wdthout perishing. 
Here, then, the question is whether normal cells and malignant 
tumor cells differ in their resistance on exposure to cold. 

A number of observations have been published to the effect that 
tumor cells, like normal cells, can stand freezing and subsequent 
thawing (c.flf., C. 0. Jensen, 1903; Auler and collaborators, 1938; 
Klinke, 1939). It seems, however, as if rapid freezing and thawing 
will kill the cells, while they are able to surviA^e a slow freezing 
(Breedis, Barnes & Furth, 1937), According to Breedis & Furtli 
(1938), a gradually refrigerated tumor cell was able to keep alive 
at 70° for one year and still be able to take on inoculation; and 
this applied both the sarcomatous, carcinomatous and leukemic 
cells. 

It is obvious, then, that malignant tumor cells are able 
to vegetate at low temperatures, but it is equally obvious that 

24 * 
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this state involves no particular manifestation of vitality. It 
IS an entirely different question how such tumor cells may get 
along If their vital functions, division, metaholism, etc., have 
to proceed at subnormal temperatures. Naturally it is of par- 
ticular interest to learn whether tumor cells differ in this 
respect from normal cells. 

Fay and collaborators have pointed out that primary as 
well as secondary tumors in man are located in the extremities 
but seldom, and they are particularly infrequent in the hands 
and feet — or, in other words, they are rare in those regions 
of the body where the temperature is lowest. These authors 
investigated the influence of subnormal temperature on 
normal cells as well as malignant tumor cells. Through various 
experiments (Smith, 1939); (Fay & Smith, 1939—40) they 
thought they were able to demonstrate that there exists a 
critical temperature, about 35® C, below which generative 
changes make their appearance in growing chicken embryos 
as well as in tumor tissue and that the tumor tissue is more 
sensitive to the subnormal temperature than are the normal 
cells. 

These observations led on to Fay’s experiments on cold 
treatment (»hibernation« and »refrigeration«) of patients 
with malignant tumors, but the first-mentioned experimental 
results as well as the value of the therapeutic method have 
been disputed and questioned in part (cf. Gerster and colla- 
borators, Gordon & Cresci, Vaughn, Eltorm). 

The investigations of Fay & Smith prompted us to try 
whether the tumor tissue in tumor-carrying mice might be 
affected by the lowering of the body temperature of the an- 
imals. After some futile experiments on lowering of the body 
temperature (by means of injection of insulin and low en- 
vironmental temperature), it was found that starvation 
together with a low external temperature would serve the pur- 
pose: after some length of time, the body temperature would 
fall off to a level about 1—2® above the environmental 
temperature. As mice die when their body temperature falls 
below 16—17®, the experimental conditions have to be selected 
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so that the rectal temperature of the animals stays at about 
20® C. At this temperature they may be kept alive for several 
hours, varying with their general condition, and in most cases 
it will be possible to warm the animals again and make them 
surwve the exposure. 

With this technique we have treated a number of leukemic 
mice. 

The mice here employed have belonged to the Aka strain 
(Furth), 50 — 60 % of which had spontaneous leukemia at the 
age of 8 — 10 months. It was the mice with spontaneous leu- 
kemia that were picked out for the experiment, the lesion being 
recognizable by the presence of enlarged lymph nodes, anemia 
and general debility. In order to ensure the accuracy of this 
diagnosis, an inguinal lymph node was removed for 
microscopic examination before the respective mouse was given 
any treatment. 

Technique of Treatment. — After removal of the lymph 
node, each mouse is placed in a small tin box, about 10 cm. 
in diameter, with a 1 cm. layer of sawdust on the floor, chiefly 
to protect it from an excessive loss of heat. Tlie animals are 
given no food, and they are placed in a room with a constant 
temperature of 18 — 19®, or in a refrigerator at about 6 — 8®. 
In either instance the body temperature of the mouse will 
fall off, sooner or later, most rapidly with the low environ- 
mental temperature. In the room at 18 — 19® C it takes about 
24 hours for the rectal temperature to fall (measured thermo- 
electrically), while this fall is effectuated rather rapidly at 
the low temperature in the refrigerator where it may take 
from 3 — 4 hours up to 12 hours or more. Tliis probably de- 
pends entirely on the general condition of the mouse. 

When the mouse is kept in the room at about 18®, the 
body temperature falls to about 19 — 20®; and at this tem- 
perature the mouse may be kept alive for several hours. The 
mice that are placed in refrigerator have to be inspected 
very often, and they have to be transferred to the room at 
18® as soon as their body temperature falls to about 20®. 

With a body temperature of about 20®, the mouse sits 
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stili hunched; at a lower temperature it may topple over, 
and make only some slow, toad-like movements when it is 
touched. The pulse and respiratory rate are lowered to a 
fraction of the normal. Chills are seen during the fall of the 
temperature. In the period when the temperature is kept 
at about 20“, the mouse should be handled as little as pos- 
sible, as every touch will produce a rise in temperature owing 
to the muscular movements elicited. 

When the general condition of the mouse requires it, an 
attempt is made to warm the animal. This juncture is often 
difficult to estimate, as the general condition is difficult to 
judge of, and because the ability of the mouse to stand the 
chilling is subject to marked individual variation, the period 
varying from a few hours to more than 24 hours. This is the 
most difficult point of the treatment, as more than one-half 
of the animals will die at this juncture of the experiment. 

The experiment comprises a total of 140 mice, 50 of which 
died of intercurrent diseases or had to be ruled out on ac- 
count of technical errors of treatment or erroneous diagnosis. 
Of the remaining 90 mice, 50 were treated 1 — 3 times and 
died in immediate connection with the treatment, Avithout 
their body temperature rising to normal level. These 50 mice 
form a group by themseh^es, in Avhich the immediate changes 
from the cold treatment (»hibernation«) could be observed 
(Group I). 

The remaining 40 mice (Group II) have heen treated only 
once, whereafter they were Avarmed. After the temperature 
had become normal again, one of the peripheral lymph nodes 
were removed at varying junctures after the treatment for 
comparison with the lymph node removed prior to the treat- 
ment. 


Experimental Results. 

In Group I, 19 mice Avere under treatment for up to 5 hours 
with a body temperature betAveen 15 and 25“, averaging a ou 
20°, Avhile 15 animals Avere under treatment between 5 and 
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Fig. 1. 

Leukemic lymph node from non-treated mouse. The tissue and the 
lymph sinuses are crowded with unripe leucotic cells without signs 

of degeneration. 



Fig. 2. 

Lympli node from mouse immediately after treatment with lowered 
temperature. No unaffected leucotic cells. Pronounced pycnosis 
and karyolysis and degeneration of the cells. The nuclei of the 
reticulum cells and of the connective tissue cells are intact. 
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Fig. 3. 

Lymph node from leucemic mouse 24 hours after treatment with 
lowered body temperature. No ieucotic cells are visible. The tissue 
contains lymphocytes of normal appearance. 

10 hours, 8 animals between 10 and 15 hours, 5 animals be- 
tween 15 and 20 hours and 3 animals over 25 hours. 

As mentioned already, all the animals in Group I died 
in immediate connection with the treatment. On autopsy they 
all presented the morbid changes in the organs characteristic 
of leukemia in this strain, but microscopic examination re- 
vealed pronounced degenerative changes in the cells in the 
leukemic infiltrations. It is a rather striking fact that while 
the leukemic tumor cells everywhere in these animals pre- 
sented degenerative changes, the normal cells show'ed no 
evidence of degeneration whatever. 

The changes here involved vary from a peculiar accen- 
tuation of the nuclear and cellular membranes, with a ten- 
dency to assume a spherical form and with loss of nucleoli, 
through various stages of pyknosis and karyorrhexis to com- 
plete necrosis-like destruction of the cells. If thus we divide 
the changes into three degrees, the experimental results in 
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Group I may be tabulated schematically as presented in 
Table 1. - 


Table . 

Microscopic Changes^ in the Leiiheviic Cells in .50 Mice loith 
Spontaneons Leukemia treated with Lowering of the Body 

Temperature. 


Group L 


laved with lowered teiifpi^faiV^r'' 
for 

1 Number of animals 
! wilh changes of 

CO 

tc 

5 -Q 

5 3 

o .2 

Total 

1° 

2° ■ 

3° _ 

£ ^ 

5?: o 


a. < 5 hours 

3 

6 

9 

1 

19 

h. from 5 to 10 liours 

1 

7 

4 

3 

15 

c. » 11 » 15 » 

1 

3 

4 

0 

8 

d. » 16 » 20 » 

0 

. 1 

3 

1 

5 

e. 20 hours 

0 

0 

3 

0 

3 


5 

17 

23 ■ 

5 

50 


Even though the various subgroups comprised but a few 
mice, they still conveyed the impression that the degree of the 
changes probably is connected with the duration of the treat- 
ment. 

For controls we had 9 leukemic mice that were starved 
for a period of time corresponding to the period of treat- 
ment for the other mice. Not infrequently, however, the con- 
trols were fed before the end of the period of treatment, when 
the general condition of the animal required it. For it was 
found that even when the starving animals are placed in a 
room with a temperature over 25® — for instance, 28®, the 
body temperature may fall off rather suddenly and the 
animals succumb quickly. For this reason, the starvation 
period was limited to about 24 hours which generally was 
tolerated well. Of the 9 animals, 4 were starved once, 3 were 
starved twice and 2 animals 3 times. None of these animals 
presented any sign of degenerative changes in the lymph 
nodes or in the organs in which leukemic changes are located. 
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Group U comprises 40 mice. 

As mentioned, efforts were made here to make the mice 
survive the treatment as long as possible, in order to enable 
us to follow the reactions in the lymph nodes. Hence lymph 
nodes were removed at various junctures, up to several days 
after the conclusion of the treatment. 

The microscopic examination of these lymph nodes shows 
a number of interesting features. 

For one thing, as in Group I, pronounced degenerative 
changes in the leukemic cells with deterioration of nuclei 
and cells were regular findings in the lymph nodes removed 
immediately after the treatment. But is is a striking fact 
that these degenerated cells disappear within the first 24 
hours after the conclusion of the treatment. After this point 
of time, the characteristic degeneration was seen but seldom 
(see Table 2). 

After the first day, the leukemic infiltrations are seen to 
diminish and disappear. In some cases it has even been im- 
possible to demonstrate any leukemic changes in lymph nodes 
removed 1 — 4 days after the treatment in animals which 
prior to the treatment showed distinct leukemic changes. 
This change is only transitory, however, and seen only after 
energetic treatment, that is, only in 6 out of 18 animals that 
were treated for more than 15 hours with a lowering of the 
temperature to below 25® (see Table 2). 

This disappearance of the leukemic infiltrations, which 
usually is most pronounced about 3 — 5 days after the' treat- 
ment, is in turn replaced by the reappearance of leukemic 
processes, which within 1 — 2 weeks lead on to fully developed 
leukemia to which the animals succunih, presenting the usual 
cHanges on autopsy. 

One mouse (20815) appeared on autopsy to have re- 
covered from the leukemia. But this animal lived only H 
days after the conclusion of the treatment, when it died 
of an intercurrent disease, so that probably its recovery is 
merely apparent, as the mouse possibly died at the very 
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juncture when the temporary effect of the treatment was 
most pronounced. 


Comments. 

We have tried to calculate the average lifetime for the 
mice surviving the treatment and have arrived at the result 
that the treated mice lived 6 — 7 days longer than the con- 
trols. For this calculation it was necessary to rule out a great 
many of the animals as they died of intercurrent diseases. 
The result is then that 27 animals lived on an average 26.4 
days, while 15 controls lived on an average for 20 days. This 
corresponds to the observation that the microscopic changes 
under the treatment disappeared completely or partially for 
6 — 7 days. Thus, the prolongation of the lifetime also affords 
a sort of confirmation of the microscopic findings, 

The animals have varied rather considerably’^ in their in- 
dividual response to the treatment. Some have not reacted 
to the treatment at all, while others have reacted with a 
conspicuous improvement, evident from their general condi- 
tion as well as the microscopic findings. This is in’obably 
connected wth variations in the general condition of the 
animals and in the capacity of the leukemic cells for regenera- 
tion, which may reasonably be assumed to vary from one 
individual to another. For here we are dealing with instances 
of spontaneous leukemia in animals belonging to different age- 
classes and taken under treatment at different junctures of 
tlieir illness. Finall 3 % the duration of the treatment and the 
therapeutic temperature have not been the same for all the 
mice. As mentioned, the temperature has varied from 15^ 
to 25®. Probably these two factors play the more essential 
role in the individual variations of the response to the treat- 
ment. 

Although wc have not succeeded in curing any instance 
of spontaneous mouse leukemia, the reported experiments 
show that the leukemic cells arc far more sensitive to a 
lowering of the body temperature (to 15 — 25®) than are the 
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normal cells, which in no instance have presented the sians 
of degeneration typical of the leukemic cells. 

The treatment here employed has brought about a con 
siderable reducUon in the leukemic infiltrations, and it has 
prolonged the lifetime of the animals. But it has to be em- 
phasized that the effect here observed has merely been tern- 
porary, although it was so pronounced as to make it impos- 
sible in some cases on histological examination to demon- 
strate any leukemic changes. 


Summary. 

Mice wnth spontaneous leukemia are treated with lowering 
of the body temperature. On starvation and staying in a room 
at 6^ — 8° or 18°, the body temperature of the mouse falls off 
to . a ferv degrees above the environmental temperature. It is 
possible to keep some of the animals alive with a body tempe- 
rature of 15 — 25° for up to 40 hours. 

Altogether 140 mice with spontaneous leukemia are treated 
in this way. Of this total, 50 died with intercurrent diseases 
or were ruled out for other reasons; 50 died in connection 
with the treatment, while 40 survived it. 

Loxvering of the body temperature brings about some pro- 
nounced degenerative phenomena in the leukemic cells, from 
slight changes to pyknosis, karyorrhexis and total destruc- 
tion of the cell, whereas the normal cells present no mor- 
phological evidence of degeneration. 

Examination of lymph nodes removed at various points 
of time after the treatment shows that these degenerated 
cells disappear within 3 — 4 hours, whereafter the leukemic 
infiltrations subside — that is, if the treatment has lasted at 
least about 15 hours — and may disappear completely in 3—5 
days so as to be non-demonstrable even on microscopic ex- 
amination. This effect is merely temporary, however, as the 
leukemic infiltrations reappear, increase in size, and kill the 
animal. But the lifetime of the animal has been prolonged 
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dislincll5% corresponding lo Ihc »improvcincnl« after the Ircal- 
nicnl. 

Leukemic cells in mice liave thus l)cen demonstrated to 
be distinctly more sensitive than normal cells to- lowering 
of the body temperature. 
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INFLUENCE 

OF CARCINOGENIC HYDROCARBON UPON 
TRANSPLANTED LEUKEMIA*) 

By S, S tamer and J, Engelhi'eth-Rolm, 

(Received for publication September'5th 1942). 

As demonstrated first by Haddow in 1935, besides in- 
ducing growth of tumors in various tissues, the carcinogenic 
hydrocarbons may also under certain conditions exert an 
inhibitory effect on the growth of manifest malignant tumors. 
Apparently the carcinogenic faculty of these hydrocarbons has 
a cancerizing effect on the normal cell and an inhibitory 
effect on the malignant tumor cell — an apparently paro- 
doxical action we shall return to later on. 

Since these observations were published by Haddow, many ex- 
periments have been reported which confirmed these findings in 
one way or other, but some of them show also that the animals 
suffer rather markedly under the treatment with the toxic hydro- 
carbons. Thus, Pollia (1938) thought that the inliibition of the 
growth of tumours was not attributable to any specific effect of 
the carcinogenic hydrocarbon but resulted merely from the often 

*) Part of a lecture given by J. Engelhreth-Holm in the Karoiinskc 
Institutet, Stockholm, on April 23, 1942. 

The studies here reported wei’e carried out with the aid of 
grants from Anders Hasselbaclis Leukemia Fond and Consul General 
Ernst Garlsen and wife’s legacy. 
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considerable loss in weight of the animals under this treatment. 
It seemed desirable, therefore, to investigate this question more 
thoroughly. 

In previous experiments, one of us (Stamer, 1941) has 
shown that actually the tumor inhibition observed was largely 
due to the loss in weight of these animals. Now and then, 
however, there was also some inhibition of the growth of the 
tumors that had to be ascribed to a specific effect of the 
carcinogenic hydrocarbon. Stamer’s experiments showed, for 
one thing, that the inhibition of the growth of transplanted 
tumors observed after intraperitoneal injection of dimethyl- 
benzanthracene, which is highly toxic, is no greater than the 
inhibition of groAvth obtained by starving the animals so that 
their weight curve runs parallel with the one of the hydro- 
carbon-treated intoxicated animals. 

These experimental results lend essential support to Pol- 
lia’s assertion that the effects observed by Haddow and others 
may very well be unspecific and attributable to a general 
toxic effect. But, as mentioned, they also showed that the 
inhibition of the growth of tlie tumor in some experiments 
was stronger than might be expected, and this applied in 
particular to certain tumors, suggesting an additional specific 
effect from the treatment. 

We therefore looked for a way of applying the hydro- 
carbon so that the tumor would be exposed to the action of 
the carcinogenic substance without the animal being effected 
too much by its toxic effect. Strange to say, it was found 
that intravenous injection of colloid solutions — or finely 
granular watery suspensions — of the hydrocarbons lowered 
the general toxic effect to a minimum without detracting 
from the inhibitory action on the tumor tissue. 

Peacock & Beck (1938) were the first to treat transplanted 
tumors with intravenous injection of 3: 4-benzpyrene and col- 
loid aqueous solution and found this treatment very effec- 
tive against a carcinoma in 6 out of 13 mice. 

Undoubtedly the difficulty in bringing the carcinogenic 
substances into aqueous colloid solution is the reason why 

Acta path. Vol. XX. 2 25 
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such experiments have not been carried out to a arealer 
extent. Generally the concentrations of such solutions vdW 
not exceed about 1 Voo, and this 'will naturally preclude in- 
jection of sufficient amounts of the substance. Our pre\ious 
experiments have shown that in order to obtain any effect 
whatever in mice, the animals have to be treated with re- 
latively large doses of the hydrocarbon in question, presum- 
ably at least 7 — 10 mg. distributed, for instance, over 5 in- 


jections. As will be seen from the following, encouraging 
experimental results were not obtained till it became prac- 
ticable to make more concentrated suspensions of these sub- 
stances. 

The fact that mice very well stand intravenous injection 
of doses which would have a very strong, even lethal, toxic 
effect if given intraperitoneally or subcutaneously might be 
taken to suggest that the substance undergoes chemical 
changes in the preparation of the colloid solution or granular 
watery suspension employed for the intravenous injections. 
A priori, this is not very likely, however, because the hydro- 
carbons here concerned are only slightly active and have 
generally proved to be very stable; furthermore, the processes 
employed for further preparations of the solutions (see be- 
low) are not likely to produce any changes in the compo- 
sition of the hydrocarbons. 

Experimentally we have made sure that at any rate the 
hydrocarbon employed in the present studies — 9: 10-dime- 
tliyl-1 : 2-benzanthracene — has preserved its carcinogenic 
property unchanged after being suspended in water. The car- 
cinogenic potency was found to equal that of a corresponding 
solution in oil. 

Among 12 animals (mice) of the strain Street, which had 
received 0.5 mg. dimethyl benzanthracene in watery suspen- 
sion subcutaneously, 6 developed sarcoma and 1 leukemia 

after an average of 125 days. 

Among 14 animals of the same strain which were given 0.& 
mg. of this substance dissolved in olive oil subcutaneously, 



7 presented sarcoma and 1 leukemia after a period of 147 
days. 

So, at any rate, the carcinogenic property of this sub- 
stance has not been lowered by its .suspension in water. 

With such watery suspensions, the dispersity of which 
approaches that of the colloid solution, wc have to influence 
the course of transplanted leukemia in mice of the »Aka« 
strain. 

In the first experiments of this kind, with injection of 
5): 10-dimcthyl-l : 2-hen7.anlhraccnc in colloid aqueous solu- 
tion of 0.5 ^/oo injected subcutaneously into Aka mice with 
transplanted leukemia, the low concentration of the solution 
prevented the animals from receiving more than altogether 
1 mg. of the substance. 

A total of 42 Aka mice were given leukemia by trans- 
plantation. These animals were divided into experimental 
animals and controls. During the experiment 4 animals were 
ruled out: 3 experimental animals that died of air embolism, 
and 1 control that died of enteritis. There then remained 
17 experimental animals and 21 controls. On the day after 
the transplantation, treatment was instituted with intravenous 
injections of 9: 10 = dimcthyl-1 : 2-hcn7.anthraccnc suspended 
in water. On the second day after the transplantation 0,25 
mg. of the substance was injected, on the 4’ day 0.5 mg., 
and on the 6’ day 0.25 mg. Thus the treated animats received 
altogether 1 mg. of 9: 10-dimcthyl-l : 2-henzanthraccnc. 

In this experiment no more than the three injections could 
he given. Tlic animals were under daily observation, and the 
controls appeared to he affected by the disease more rapidly 
than the treated animals, but the latter were getting exhausted 
rather rapidly too, and the hvo groups died at about the same 
time, the treated animals living on an average 19.6 days, the 
controls 18.9. The treated animals were not affected by the 
injections, and on autopsy they presented no abnormality 
apart from the leukemic infiltrations, which macroscopically 
and microscopically showed the same features in the treated 
animals and in the controls. One of the treated animals sur- 
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for rather a long time (27 days). All told, however 
the difference between the two groups was only slight ’ 
In another experiment we were able to give the animals 
1.5 mg. of the substance. Here 52 Aka mice were given trans- 
plants of leukemic tissue from an Aka mouse with spon- 
taneous leukemia. The animals were divided into two groups, 
•one of w'hich was treated with six intravenous injections, 
from the T to the 17’ day after the transplantation, each of 
0.5 cc. of aqueous solution containing 0.25 mg. of hydro- 
carbon. 


52 Aka mice ivere made leukemic by transplantation. They 
were dhdded into two groups, treated animals and controls, 
and treatment was instituted 7 days after the transplantation 
with intravenous injections of 9 : lO-dimethyl-l ; 2-benzan- 
thracene, given on the 7’, 9’, 11’, 13’, 15’ and 17’ day, 0.25 
mg. at each injection, making the total dose 1.5 mg. During 
this experiment several of the treated animals had to be 
ruled out, some because they died of air embolism, others 
because it wms not possible to give them all the six injec- 
tions included in this treatment. On the whole, the technical 


part of these injections, the repeated intravenous injections 
into the tail of mice that often are very ill, is rather difficult. 

At the end of the experimental period there thus remained 
15 treated animals and 29 controls. They -were all observed 
daily, and it was quite conspicuous that the controls were 
affected by the illness long before the treated animals; they 
were noticeably more poorly wdth straggled coat and slug- 
gish movements; and bn an average they died 22.2 days after 
the transplantation, whereas the treated animals survived the 

transplantation by 27.8 days. 

Autopsy showed pronounced leukemic changes in the 
treated animals as well as in the controls, and the histological 
examination presented the same picture in bofe groups. 
The lifetime for the individual mice in this experimen s 

is presented graphically in Fig. 1. 

There can hardly be any doubt that this treatmen as 
brought about an inhibition of the development of the leu lemic 
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Fig, 

Lifetime for untreated mice with ti’ansplanted leukemia (0) and 
for similar mice treated with 0.5 mg. of dimethylhenzanthracene 

intravenously (0). 

processes even though none of the animals recovered. Like 
the 29 controls, they all died of leukemia, but the treated 
animals lived longer. While the controls died on an average 
after 22 days, the average lifetime of the treated animals was 
28 days, that is, their lifetime was prolonged by about 30 %. 

Subsequently we were able to prepare more concentrated 
suspensions of 3 ®/oo and 5 %o, which were tolerated well, and 
with which we made some new experiments. 

Tlie watery suspension was prepared originally ad modum 
Boyland by letting an acetone solution drop into hot water 
or a hot solution of gelatine. 

The improvements consist partly in the employment of 
C 02 “free water, partly in covering the surface of the water 
with a layer of oil or paraffin (saturated with the hydro- 
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Lifetime of mice with transplanted leukemia. Controls and mice 
treated with 7.5 mg. of dimethyl-benzanthracene or with a smaller 

dose (4.5 mg.). 


carbon), as the atmospheric COj causes precipitation of the 
substance in the suspension. 

The acetone is removed by aeration with CO^-free air. 

It is possible in this way to make a 5 °/oo suspension suit- 
able for intravenous injection. It is quite homogeneous, egg- 
yolk-yellowish in color and thin; on dilution with water it 
is homogeneous and opalescent. 

Altogether 22 Aka mice were given leukemia by trans- 
plantation from a leukemic Aka mouse. These animals were 
divided into two groups, one of which was treated with 5 
injections of 1.5 mg. of 9; 10 = dimethyl-1: 2-benzanthracene, 
given in 1 — ^9 days after the transplantation, making a total 
dose of 7.5 mg. 

The treatment was carried through successfully in 6 an- 
imals. The fate of all 22 mice is presented graphically in 
Fig. 2. 
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As shown in Fig. 2 all the controls died within a rela- 
tively short interval (28 — 37 days). 

Tlie treated animals live considerahlj^ longer, and all of 
them that received all 5 injections are living yet at this 
writing, 5 months after the transplantation, expect for one 
that died of enteritis 65 days after the transplantation. On 
autopsy and microscopic examination the last-mentioned an- 
imal showed no evidence of leukemia. The 5 surviving treated 
animals show no sign of leukemia whatever, and hence thc^^ 
have to he looked upon as completely recovered. 

All the remaining treated animals, which had been given 
only 2 — 3 injections, died with fully developed leukemia, but 
in their case the disease had been inhibited markedly as on 
an average they lived twice as long after the transplantation 
as did the controls. 

Besides the striking fact that 5 mice were treated suc- 
cessfully for transplanted leukemia, this experiment shows 
very plainly that 9: 10 = dimelhyl-1 : 2-benzanthracene is 
tolerated well even in strikingly large doses when it is given 
intravenousl 5 ^ For 7.5 mg. is an enormous dose inasmuch as 
1 mg. given intrapcritoneally or subcutaneously would kill 
the animals. Further, it is quite remarkable that the 7.5 mg, 
of this substance injected into the blood stream has produced 
no tumor growth in the organism. It looks as if the intra- 
venous application of this substance implies no particular 
risk of development of any tumor, and Uic same holds good 
for other experiments we have carried out — a peculiar fact 
which has not yet been investigated sufficiently. 

The experiments here presented show" indisputably that 
treatment wdth dimethyl benzanthracene, given intravenously 
in large doses can delay the fatal outcome of transplanted 
leukemia in mice of the Aka strain, and in some cases even 
cure such animals. 

In previous experiments (EngelbrethrHolm, 1939; Engcl- 
brcth-Holm & Lefevre, 1942) it has been shown that the same 
substance in normal animals of the same strain under suit- 
able experimental conditions (subcutaneous injection or, pre- 
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young animals) can promote 
the development of leukemia considerably. 

_ The question is then how this apparently paradoxical 
findings IS to be interpreted; that the same substance which 
in young animals can bring about an acceleration of the 
development of leukemia (and tumor) is able to inhibit the 
growth of the leukemic cells — nay, even check their growth 
so completely that it is justified to speak of recovery — when 
it is injected in animals who already have manifest leukemic 
tissue in their organism. 

For that matter, a similar paradoxical antagonism is known 
from X-ray and radium irradiation, w'hich can inhibit or kill 
the tumor cells as well as induce malignant growth in normal 
tissue or accelerate the development of spontaneous tumors 
in inbred strains of mice. 


According to the classical view of tumor cells as cells 
provided with new properties that make them particularly 
vital and particularly active cells, the finding here recorded 
can hardly be taken as anything hut a paradoxical and un- 
explainable outcome of antagonism. 

This conception of the tumor cells — which, as a matter 
of fact is implied by the current expressions to »stimulate« 
or »irritate« a tissue to tumor formation — is losing ground 
nowadays. Many authors hold already that it ought to be 
replaced by a quite different conception of the tumor cells 
that is more in keeping with the numerous results of widely 
different character reported from innumerable laboratories 
all over the world that are not compatible with the old con- 
ception of the tumor cells as hypervital cells. 

Recent investigations on the differentiation and organi 
zation of the cells of leukosis — in particular the studies 
reported from U. S. A. by Potter — have shown quite plainly 
that the cells of leukosis differentiate more slowly than norma 
cells, but they keep differentiating (for details, see Enge re 
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Holm, 1941). The rale of differentiation in the tumor is closely 
related to its malignancy, for the more slow the differentia- 
tion, the more numerous are the mitoses, and the more rapid 
is the growth of the tumor in general ; the greater its content 
of non- or slightly differentiated cells, the greater is its 
malignancy. 

That the organization of the cells is defective loo is a 
well-known thing, the very lack of organization being one 
of the best histological criteria of malignancy. 

The great frequency of mitotic figures that often is found 
in tumor tissue need not necessarily mean that the tumor 
cells are more x>vilal« than other cells. The large number 
of mitoses may he explained as resulting from a decreased 
rale of differentiation, hut it may he allrihulahlc also to the 
possible circumstance that the individual mitosis in tumor 
cells lakes a longer lime than normally, that is, evidence of 
a decrease in, or inhibition of, the vital manifestations of the 
tumor cell — in contrast to earlier views. 

Also in an entirely different respect the tumor cells have 
proved to he defective or inhibited cells, namely: in their 
metabolism. As pointed out first by Warburg and later suh- 
slanlialed through many other investigations, especially the 
very essential conlrihulions given hj’ .Swcdi.sh investigators 
in this field (for details see v. Huler & Skarzynski, 1942) the 
metabolism of tumor cells has proved to he defective as 
compared to that of normal cells. 

In analogy hereto, a great number of investigations on 
the action of the carcinogenic hydrocarbons have led to results 
that Imvc to he interpreted in this way: that their effect 
consists in an inhibition of the functions of the cells in- 
cluding, among others, their mclaholism and differentiation. 

Considered in the light of such investigations, the ex- 
perimental re.sulls mentioned here arc anything hut jiaradox- 
ical. 

If we look upon the malignant tumor cells as cells that 
have lost a number of functions or a part of the normal 
functions, that is, ns defective cells, and if we maintain that 
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arcinogenic hydrocarbons are capable of producing these de- 
fecls characteristic of tumor cells, there is nothing peculiar 
in the finding that treatment with these substances can pro- 
mote the transformation of normal into tumor cells, as we 
have seen in the experiments where treatment with dimethyl- 
benzanthracene accelerated the development of leukemia in 
mice. 

Nor is it to be wondered that further exposure to this 
agent — this noxious agent which is able to interfere so 
decisively with the metabolism and differentiation of the 
cells — may lead to the result that the defective tumor cells 
are killed through the complete inhibition of one or more of 
their functions. 

Figuratively, this trend of events, we think, may roughly 
be conceived to proceed as follows: on treatment with car- 
cinogenic hydrocarbon, a normal cell is inhibited in its func- 
tion to such an extent that the result is a tumor cell, and 
further treatment of the same kind may give further inhibi- 
tion, resulting in the death of the cell. 

Even though many stones are still wanting in the mosaic 
which ultimately will show us the true nature of the tumors, 
the view advanced here appears to be the only one which for 
the present can give an adequate explanation of both the 
observations here reported. 


Summary. 


Intravenous injection of a colloid watery suspension of 
the carcinogenic hydrocarbon 9: 10-dimethyl-l : 2-benzan- 
thracene inhibited the development of mouse leukemia in- 


duced by transplantation of leukemic tissue. 

Small doses of this substance (1.5, 3 and 5 mg.) were 
seen to prolong the lifetime of the animals whereas ad- 
ministration of large doses (a total dose of 7.5 
pensions of 0.5 % ) actually cured all the five anima s g 

this treatment. 
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All Ihc untreated controls died within 20 — 30 days, show- 
ing a fully developed leukemia. 

The writers discuss the significance of these results to 
our understanding of the effect of carcinogenic hydrocarbons 
and of the nature of Icukolic cells. 
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AVS DEM LABORATORIUM DER MEDlZIAU^rnry, 
__ VmVERSITATS-IlLimK IN Lum 


EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN tJBER 
DIE ENTSTEHUNG DER ANAEMIEN BEI 
THROMBOSEN IM PFORTADERGEBIET UND 
DIE BEDEUTUNG ANTIANAEMISGHER STOFFE 

DES MAGENS 

Von Ernst Wolllieim. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 7. Juli 1942), 

Klinisch findet man bekanntlich bei thrombotisclien und 
embolischen Prozessen im Pfortadergebiet, insbesondere bei 
der Milzvenenthrombose, eine mehr oder weniger ausgepragte 
Blutarmut. Diese hat den Charakter einer hypochromen se- 
kundaren Anaemic. Ihi'e Entstehung wird in der klinischen 
Literatur ganz allgemein auf Blutungen in den Magen und 
Darmkanal zuriickgefiihrt. So bezeichnete Eppinger Magen- 
blutungen als ein konstantes Symptom der »primaren Milz- 
venenthrombose«, eines Krankheitsbildes, das dieser Autor fur 
nicht ganz selten halt. Demgegenuber fand O. Lubarsch unter 
einem grossen Berliner Sektionsmaterial von 30064 Fallen nur 
65 reine TTirombosen der Milzvenen, also 2,16 auf 1000. Be- 
sonders betont Lubarsch, »dass keiner der 65 Falle dem von 
Eppinger entworfenen Bild der klinisch nachweisbaren Milz- 
A^enenthrombose entsprach und auch anatomisch keine An- 
zeichen yojx Magenblutungen, die zu den Hauptanzeichen ne- 
ben der Milzvergrosserung, dem Fieber und der Leukopenic 
gehoren, bestanden.« Die pathologische Anatomic konnte also 
nicht die Auffassung bestatigen, dass die Ursache der Blut- 
armut bei Milzvenenthrombosen grossere Blutungen in den 
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Magen oder Darmkanal waren* Audi einzelne klinisdie Er- 
fahrungen spredien dagegen, Kranke, die bei Thrombosen im 
Pfortadergebiet anaemisdi wurden, ohne irgendwelche Synip- 
tome grosserer Blutimgen in den Magen oder Darmkanal er- 
kennen zu lassen. Sind aber nidit Blutungen die Ursache die- 
ser Anaemien, wie entstehen sie dann? Die experimentelle 
Untersudiung dieser Frage bildete den Ausgangspunkt dieser 
Arbeit. Hire Ergebnisse fiihrten bald liber die anfanglidie 
Fragestelhmg liinaus zu einem allgemeineren Problem; den 
funktionellen Beziehungeii zwisdien Magen und Erythropoese. 

Die gestellte experimentelle Aufgabe verlangte die Erzeu- 
gung von Thrombosen in der Milzvene und in anderen Venen 
des Pfortadergebietes bei geeigneten Versuchstieren. Zu diesem 
Zwedc wurden die betreffenden Gefasse doppelt unterbunden, 
zum Teil aiich zwischen den Ligatiiren durchtrennt. Bei den 
Versuchstieren musste die Kontrolle des Blutstatus in Ab- 
standen von wenigen Tagen iiber einen Zeitraum von mehre- 
ren Monaten moglich sein. Es wurden daher Kaninchen und 
Hunde gewahlt. 


Versuchsanoi^dnung : 

Bei 35 Kaninchen und 4 Hunden wurde zuniichst in eincr 
Vorperiode von 10 bis 14 Tagen taglich oder jeden zweiten 
Tag aus der Ohrvene der Gehalt des Blutes an Haemoglobin 
(Sicca-Haemometer von Hesse), an Erythrocyten und Leuko- 
cyten (Burckersche Zahikammer) bestimmt. Ferner wurde 
das Differentialblutbild (panchi'ome Farbung nach Pappeii- 
heim) ausgezahlt und die Anzahl der supravital farbbaren 
Reticulocyten (Brillantkresylblau, Methode Cesaris-Demel) 
auf je 1000 Erjdhrocyten bestimmt. Sodann wurde in Aether- 
narkose, bei den Hunden nach vorheriger Injektion von 2 
bis 2,5 cc l%iger Morphium-Ldsung, einer der weiter iinten 
genannten operativen Eingriffe unter sterilen Kautelen ausge- 
fiihrt. Das Blut der Versuchstiere wurde in den ersten 3 bis 4 
Wochen nach den Operationen taglich oder jeden zweiten Tag 
in gleicher Weise imtersucht, spater 1 bis 2 mal wdchentlich. 
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Die Beobachtangszeil erstreckl sich Dei den Hunden uad bci 
^ der Kanmchen jeweils ilber 2 bis 6 Monate. Zwei dcr 
Hunde und 18 der Kaninchen warden 8 bis 20 Wochen nach 
der ersten Operation einem z^veiten operativen Eingriff unter- 
zogen, bei dem eine andere Vene als bei der ersten Operation 
unterbunden wurde. Die Lokalisation dieser Eingriffe am 
gleichen Tier wurde von Fall zu Fall variiert. Von diesen 
mehrfacli operierten Kaninchen iiberlebten aber nur 10 lange 
genug, um eine Beurteilung der Blutveranderungen zu er- 
moglichen. Bei den meisten Kaninchen -wurde in der Vorperio- 
de und in der Beobachtungszeit nach den Operationen der 
Stuhl auf occultes Blut untersucht (Guajak- und Benzidin- 
Probe) . Bei Hunden ist diese Untersuchung nicht durchfiihr- 
bar. Selbstverstandlich wurden die Operationsfolgen bei alien 
Tieren durch genaue Inspektion bei einem wiederholten Ein- 
griff, bezw'. durch die Obduktion kontrolliert. Nach der Lo- 
kalisation der experimentellen Thrombosierungen ist das Ver- 
suchsmaterial in 6 Serien zu teilen: 

1) Unterbindung der Vena lienalis vor ihrer Vereinigung 
mit der Magenvene (»isolierte Milzvenenthrombose«). 

2) Unterbindung bezw. Unterbrechung der V. lienalis und 
aller vendsen Verbindungsgefasse zwischen Magen und 
Milz, der Vv. gastro-epiploicae. Der Abfluss des venosen 
Blutes vom Magen durch die V. coronaria ventriculi zur 
V. portae bleibt hierbei, ebenso wie in Serie 1 unbe- 
hindert. 

3) Unterbindung der grossen Magenvene, der V. coronaria 
ventriculi, kurz vor ihrer Vereinigung mit der Milzvene. 
Der Abfluss des venosen Blutes von der Milz durch die 
V. lienalis zur V. portae, ebenso der des Blutes vom 
Magen durch die Vv. gastro-epiploicae, bleibt unbehin- 

dert. 

4) Unterbindung bezw. Unterbrechung der V. coronaria 
ventriculi und gleichzeitig aller gastro-lienalen Venen 
(Vv. gastro-epiploicae). Der Abfluss des gesamten ve- 
nosen Blutes vom Magen zur Pfortader wird blockier . 
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wahrend der des Blutes von der Milz diirch die V. 
lienalis in die V. portae imbehindert bleibt. 

5) Unterbindung der V. coronaria ventriculi gleichzeitig 
mit Exstirpation der Milz. Es gelangt also weder vom 
Magen noch von der Milz Blut in die Pfortader. 

6) Unterbindung der V. mesenterica superior, als Kbntroll- 
versuch. Die Zirkulation des venosen Blutes von Magen 
und Milz, wie in der V. portae selbst, ist unbeliindert. 

Unterbunden bezw, durclischnitten wurden nur venose Ge- 
fiisse, iinter peinlicher Schonung aller Arterien. Nur bei der 
Unterbindung der Vv. gastro-epiploicae Hess sich nicht in al- 
ien Fallen die Unterbindung der Begleitarterien vermeiden. 
Die Versuclisergebnisse wurden fiir jede dieser Serien mit 
Ausnahme der 6. durch mindestens funf langfristig beobach- 
tete Tiere gesioliert. 


Versuchsergebnisse: 

1) Nach Unterbindung der V. lienalis vor ihrer Vereini- 
gung mit der V. coronaria ventriculi, also bei »isolierter Milz- 
venen-Thrombosea:, bleibt bei mehr als der Halfte der Ver- 
suclistiere (2 Kaninchen, 2 Hunde) der Haemoglobin-, Ery- 
throcyten- und Reticulocyten-Gehalt des Blutes unverandert. 
Nur bei zwei Kaninchen nahm, 2 — 3 Tage nach der Operation 
beginnend, der Haemoblobingehalt uin 20 bis 30 % ab, und 
die Zahl der Erythrocyten pro cmm verminderte sich gleicli- 
zeitig um etwa 1 Million. Diese Anaemic verschwand nach 2 
Wochen spontan, nachdem einige Tage vor ilirem Riickgang 
die Zahl der Reticulocyten im strdmenden Blut voriibergehend 
auf 50 bis 70 pro Mille angestiegen war. Mit dem Erreichen 
der normalen Ausgangswerte fiir Haemoglobin und Erythro- 
cyten kehrten auch die Reticulocytenzahlen zur Norm zuriick 
(s. Abb. 1). Der Leukocytengehalt des Blutes und das Dif- 
ferentialblutbild zeigten keine charakteristischen Veranderun- 
gen, insbesondere niemals eine Leukopenic. Im Stuhl kein 
occultes Blut. 
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vergrossert, teils verklcinert An 
den ubrigen Organen keine besonderen Veranderungen. 


2) Nach Unterbindung der F. lienalis und gleichzeitig der 
venosen Verbindungen zwischen Magen und Milz fVv. gastro- 
epiploicae) kam es bei alien. Versuchstieren (6 Kaninchen, 
1 Hund) am 3. bis 5. Tage nach dem Eingriff zu einer massi- 
gen Anaemie. Der Haemoglobingehalt sank um 10 %, bei zwei 
Kaninchen um 20 bis 30 %. Die Zahl der Erythrocyten im 
cmm nahm gleichzeitig um 1 bis 2 Millionen ab. Etwa 1 Woche 
spater erhohte sich die Zahl der Reticulocyten im stromen- 
den Blut auf 50 bis 80 pro Mille. Bald darauf begannen die 
Haemoglobin- und Erythrocyten-Werte wieder anzusteigen 
und erreichten nach etwa 2 bis 3 Wochen spontan das nor- 
male Niveau, das dann von alien Blutbestandteilen konstant 


gehalten \sard (s. Abb. 2). Die Leukocytenzahlen blieben 
gleichzeitig z. T. unverandert, z. T. stiegen sie voriibergehend 
auf 10000 bis 12000 pro cmm an, unter relativer Verminde- 
rung des Lymphocytengehaltes im Differentialblutbild der Ka- 
ninchen. Diese haben bekanntlich normalervveise 60 bis 80 % 
Lymphocyten. Occultes Blut im Stuhl wurde niemals beob- 
achtet. Bei zwei dieser Kaninchen wurde 2 bezw. 4 Monale 
spater in einer zweiten Operation die V. coronaria ventriculi 
unterbunden (s. unten). 


Sektions- bezw. operative Inspektionsbefunde: Wabrend der Un- 
terbindung der V. lienalis verfarbte sich die Milz blaulicli-cyano- 
tisch, wenn sie vorher hellrot war. Ihr Volumen nahm aber bei 
den Kaninchen nur wenig zu, etwas mehr beim Hund, bisweilen 
traten Unregelmassigkeiten der Oberflache auf (Kontraktionen). Die 
Unterbindung der venosen Gefasse zwischen Magen und Mdz bc- 
wirkte regelmassig starke blaulich-cyanotische Verfarhung dei Ma 
genwand, besonders in ihren vorderen und oberen Teilen. Die Vcncn 
an der Magenoberflache waren deutlich gestaut. Die Stromnchtung 
in diesen Verien fiihrt also, wie auch Abklemmungsversuche bo 
den Operationen eindeutig zeigten, stets vom Magen zui i i z. i > 
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die wahrend des operativen Eingriffes starben, deren Blutvcriinde- 
rungen also in dicser Sorie niclit berucksichtigt werden konnten, 
zeigten, dass sich die Cyanose der Magenwand auch auf die Scbleim- 
baut im Fundus erstreckt. Vereinzelt woven bier auch kapillare 
Blutungen in der Schlcimbaut wahrnehmbar. Blass und nicht gc- 
staut war dagegen stets die pylorischc Region. — 2 bis 4 Monate 
nacb der Operation war bei 4 der ubcrlebendcn Kaninclicn die Milz 
eniweder vollkommen gcscbwundcn odor auf cinen kleincn alroplii- 
schen Rest reduziert (0,1 mal 0,5 mal 0,1 cm; 1,5 mal 0,5 mal 0,3 cm). 
Bei cincm \veitcrcn Kaninchen war die Milz stark verkleinert (3,0 
mal 1,5 mal 0,5 cm). Nur bei cincm Kaninchen wurdc das Organ 
gegenuber dem voroperativen Zustand vergrdssert gefunden (10,0 
mal 1,5 mal 0,5 cm). Bei dicsem Tier war die Mi\z in ihrer ganzen 
Liinge mit dem Magen bindegewebig fest vcrwachscn, ausserdem 
bestanden Adhaesionen zu Diinii- und Dickdarmschlingen. Zwi- 
seben Magen und Milz M'urdcn zwei klcine venose Gofiisse gefunden. 
Vom unteren Milzpol zog eine stavkc Vcnc zur Pfortader. Es licss 
sich naturlich nicht cntschcidcn, ob dicse zweite Milz vcnc sich erst 
nacb der Operation starker ausgcbildet hattc odor ob sie bereits 
^orbor als accessorischer Ast in glcicher Starke vorliandcn war. 
Jedcnfalls muss in diescr bestchengcblicbenen vendsen Verbindung 
die Ursacbe dafiir gesehen werden, dass es im Gegensatz zu alien 
tibrigen Tiercn dor Scric bier nicht zu atrophischen Vcrandeimn- 
gen der j\Iilz kam. Es sci bemerkt, dass dieses Kaninchen gleich- 
zeitig die scbwachste Anaemic in dicser Seric zeigte. Im ubrigen 
fanden sich ausscr bindegewebigen Vcrwachsungcn mit dem Magen 
und den Naebbarorganen bei keincm der Ticro wcsontlichc Veriin- 
derungen an den anderen Oi'gancn. 

3) Nacli Unierbindiing der grossen Magcnvcnc (V. coro- 
naria ventricidi) unlcrhalb der kicinen Kurvalur, vor ihrer 
Vereinigung mit der Milzvene, wiirdcn allc (5) Kaninchen 
anaemisch. 2 his 3 Tagc nach dem Eingriff hegann der Hae- 
moglobin-Gehalt des Blules um 10 % zu sinken, und nahm 
wahrend der nachslcn 2 Woehen noch weiler stark ab, um 
20 bis 40 %. Die Zahl der Erythrocylen im cinm verminderte 
sich gleichzeitig um 1 bis 2,5 Millioncn. Diese anaemischen 
Zustandc hielten weit langcr an, als bei den Versuchsticren 
der ersten beiden Serien. Erst nach 3 his 4 Woehen ging die 
Anaemic sponlan wieder zuriick und die Blulwcrtc crreichten 
allmahlich das Ausgangsniveau. Nach Erreichen der tiefsten 
Haemoglobin- und Erythrocylcn-Werlc vcrmchrte sich die 

2C* 
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^ ™ stromenden Blut vorubergehend 

auf 70 bis 120 pro Mille. Dieser Reticulocytenanstieg leilct 
regelmassig den Riickgang der Anaemic ein (s. Abb 3) Der 
Leukocytengehalt des Blutes nahm bei den meisten Tieren 
in der 1. Woche nach der Operation fiir kurze Zeit zu, unter 
gleichzeitiger Vermehrung der neutropbilen, besonders der 
jugendlichen stabkernigen Elemente und relativer Verminde- 


rung der Lymphocyten im Differentialblutbild. Das weisse 
Blntbild \vurde in der 2. Woche (also noch bei bestehender 
Anaemie) \\aeder normal. Leukopenic wurde nie beobachtet. 
Occultes Blut in den Faeces fand sich nur bei einem Kanin- 
chen am 3. und 4. Tage nach der Operation, sonst niemals. 

Wahrend bei 4 dieser Kaninchen die Operation als erster 
Eingriff ausgefiihrt wurde, wurde bei dem 5. Tier die Magen- 
Tene unterbunden, nachdem 2 Monate vorher die V. iienalis 
und die gastro-lienalen Venen unterbrochen worden waren 
(Serie 2). Infolge dieses Eingriff es war die Milz auf einen 
atrophischen Rest reduziert. Bei diesem Tier war 1 Woche 
nach der Unterbindung der Magenvene der Haemoglobin-Ge- 
halt des Blutes auf 42 %, die Zahl der Erythrocyten pro cmm 
auf 3,2 Millionen gesunken. Diese hochgradige Anaemie blieb 
wahrend der nachsten 10 Tage fast unverandert. Dann stieg 
die Zahl der Reticulocyten vorubergehend auf 138 pro Mille, 
und in der 3. postoperativen Woche begannen die Haemoglo- 
bin- und Erythrocyten-Werte wieder langsam zuzunehmen, 
erreichten aber erst nach 6 Wochen ihre Ausgangswerte. Der 
Leukocytengehalt war auch bei diesem Tier vorubergehend 
vermehrt. Im Ausstrich fanden sich zur Zeit der starksten 
Anaemie Polychromasie und leichte Anisocytose. Streng ge- 
nommen gehdrt dieses Versuchstier mit seiner besonders 
schweren und langdauernden Anaemie bereits zu der nach- 
sten Serie, da seine gastro-lienalen Venen infolge des ersten 
Eingriffes nicht intakt waren; die Unterbindung der V. coro- 
naria ventriculi bewirkte also bei ihm eine wrnit massiverc 
Blockierung des venosen Blutabflusses vom Magen, als bci 


den anderen 4 Kaninchen. 
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Sektions- bezw. operative Inspektionsbefunde- Die Unfm-Wn^. 
der Magenvcne be,*lrkte bd alien Operallonen solort elne 
a to sichtbaren Venen am Magen and blau-cyanotische VeritoZg 
del Magenwand, von der jedoch die pylorische Region ausgenonf- 
men blieb. Bei einigen Tieren, die in den ersten 24 bis 48 S^undcn 
nach der Operation starben, deren Blutveranderungen also nicht 
beobachtet werden konnten, zeigte sich, dass diese cyanotisclie Ver- 
farbung sicli auf alle Schicliten der Magenwand erstreckt. Verein- 
zelt konnten auch Stauungsblutungen in der Muscularis und Mu- 
cosa des Magens gefunden werden. Eine grosse Magenblutung wurdc 
nur bei einem wabrend der Operation gestorbenen Kaninchen beob- 
achtet. Bei den lange iiberlebenden Tieren aber kann, wie die Stuhl- 
untersuchung ergab, nicht mit nennenswerten Blutungen in den 
Magen gerechnet werden. — 2 dieser Kaninchen starben nach 1 
bezw. 10 Monaten an akuten Infekten der Atmungsorgane. 2 weiterc 
Tiere starben nach etwa 1 Jahr bei einem zweiten operativen Ein- 
griff. Bei 1 Kaninchen wurde nach 4 Monaten die V. lienalis und 
die gastrolienalen Venen unterbunden (Serie 2). Obereinstimmend 
zeigten alle diese Tiere reichlich narbiges Bindegewebe an der Unter- 
bindungsstelle. In diesem land sich stets ein diinnes venoses Ge- 
fass, das fiir Blut vom Magen zur Pfortader durchgangig war, 
entweder eine neu gebildete Kollateralvene oder die revasculari- 
sierte V. coronaria ventriculi. Die gastro-lienalen Venen waren 
stets erweitert. Die Milz nur bei den beiden Inf ekt tieren vergros- 
sert (Pulpaschwellung), sonst immer normal. Am Magen bei 2 
Tieren gastritische Veranderungen, sonstige Organe ohne patholo- 
gische Befunde. 

4) Nach Unterbindung der V. coronaria ventriculi und 
gleichzeitig oiler venbser Verbindungen zwischen Magen und 
Milz wurden alle Versuchstiere (7 Kaninchen, 2 Hunde) stark 
anaemisch. Die Anaemic hegann 2 his 4 Tage nach der Ope- 
ration, hei den Hunden nach einer anfanglichen kurzdauern- 
den Erhohung der Haemoglobin- und Erythrocyten-Werte 
(Bluteindickung infolge Schockwirkung). Diese Anaemic war 
meist hochgradiger als die nach Unterbindiing der V. coronaria 
ventriculi allein (Serie 3). Der Haemoglobingehalt vermmderte 
sich urn 20 bis 40 %, die Zahl der Erythrocyten urn 1 bis 2,5 
Millionen pro cmm. Auch bei alien diesen Tieren kam es 
bei den tiefsten Haemoglohin- und Erythrocyten-^^ er ten, m 
der 2. bis 4. postoperativen Woche, zu einer Aussclmem- 
mung von Reticulocyten in das stromende Blu . 
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nahmen auf 40 bis 80 pro Mille, an einzelnen Tagen 
bis auf uber 100 pro Mille zu. Ihre Vermehrung \Ll 
Ruckgang der Anaemic ein. Mit dem allmahlichen 
Wiederanstieg von Haemoglobin und Erythrocyten bis auf des 
normale Ausgangsniveau wird auch die Reticulocytenzahl stets 
normal ;(s. Abb. 4). Die Leukocytenzahl nahm in der 1. Woche 
nach der Operation meist vorvibergebend zu, unter Verminde- 
rung der relativen Lymphocytose der Kaninchen, mit starker 
Vermehrung jugendlicher neutrophiler Leukocyten besonders 
bei den Hunden. Im Blutausstrich der Tiere mit den starkslen 
Anaemien (absoluter Haemoglobingehalt des Blutes 50 % oder 
weniger ) fanden sich Polychromasie, leichte Anisocytose, ver- 
einzelt Normoblasten. Occultes Blut in den Faeces nur bei 
einem Kaninchen am 3. Tage nach der Operation, sonst nie- 
mals. 


Diese Operation wurde bei 6 Kaninchen und 2 Hunden 
als erster Eingriff ausgefuhrt, bei dem 7. Kaninchen waren 
4 Monate vorher die V. lienalis und die gastro-lienalen Venen 
unterbunden worden (Serie 2). Die Milz war infolgedessen 
auf einen kleinen atrophischen Rest reduziert, zu dem zwci 
neue Venen vom Magen zogen. Die Blutveranderungen dieses 
Tieres sind besonders aufschlussreich. Nach dem ersten Ein- 
griff, bei dem die V. lienalis und die gastro-lienalen Venen 
unterbunden wurden (wobei also nur deren Anted des venosen 
Blutabstromes vom Magen blockiert wurde), sank in der 1. 
Woche der Haemoglobingehalt des Blutes auf 60 %, die Zahl 
der Erythrocyten auf etwa 4 Millionen pro cmm. Nach einem 
Anstieg der Reticulocyten auf 50 bis 70 pro Mille ging die Anae- 
mic in der 2. postoperativen Woche zuriick, um nach 3 Wochen 
wieder das Ausgangsniveau zu erreichen (s. Abb.2). Jetzt nach 
dem zweiten Eingriff, bei dem alle venosen Abflussbahnen 
des Magens unterbrochen wurden (die V. coronaria ventnculi 
und die beiden neuen Venen zum Milzrest), sanken die Hae- 
moglobinwerte in der 2. Woche auf 40 %, die Erythrocyten 
zahl auf 3 Millionen pro cmm. Noch 3 Wochen nach der Ope- 
ration betrug der Haemoglobingehalt 50 %, die Zahl der Ery- 
throcyten pro cmm 3,8 Millionen. Die Zahl der Reticulocyten 
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im stromenden Blut stieg jetzt stark an. wiederholt auf niehr 
100 pro Mille, einmal sogar auf den ausserordentlichcn 
Wert von 260 pro Mille. Erst in der 4. postoperativen Woche 
ging die Anaemie langsam zuruck. Die normalen Ausgangs- 
werte wurden erst nach 10 Wochen wieder erreicht (s. Abb. 

5). Die Anaemie war also jetzt viel starker und hielt wcil 
langer an. 


Sektions- bezw. operative Inspektionsbefunde: Die Unter- 
brecliung aller venosen Abfliisse vom Magen bewirkte bei al- 
ien Operationen naturgemass eine starke Stauung in alien 
am Magen sichtbaren Venen, sowie eine blau-cyanotische Ver- 
farbung der Vorder- und Hinterwand des Magens, mit Ausnah- 
me der pylorischen Region. Auch in dieser Serie zeigten Tiere, 
die in den ersten 24 bis 48 Stunden nach der Operation starben, 
die Cyanose der Muscularis und Mucosa, vereinzelt mit Stau- 
ungsblutungen in diesen Schichten. Zwei wahrend der Ope- 
ration gestorbene Kaninchen batten eine grosse Magenblutung. 
Bei den lange iiberlebenden Tieren war aber nicht mit nen- 
nenswerten Blutungen in den Magen zu rechnen, wie der ne- 
gative Ausfall der Stuhluntersuchungen zeigte. — 2 dieser 
Kaninchen starben nach 6 bezw. IOV 2 Monaten an Pneumonie. 
3 Kaninchen starben bei Ausfiihrung eines zweiten Eingriffes. 
Bei dem 6. Kaninchen wurde nach 8% Monaten die Milz ex- 


stirpiert und bei dieser Gelegenheit die Inspektion vorgenom- 
men. Das 7. Kaninchen wurde nach 1% Jahren getotet. Die 
2 Hunde wurden 6 bezw. 12 Monate spater einem zweiten 
Eingriff unterzogen. Bei alien Tieren zeigte sich iibereinstiin- 
mend: Im narbigen Bindegewebe an der Unterbindungsstelle, 
von dem aus sich Adhaesionen zwischen Magen, Milz, Netz 
und Dunndarmschlingen entwickelt batten, fanden sich regel- 
massig eine oder mehrere kollaterale Venen. Teils lag lateral 
von der alien V. coronaria ventriculi ein neues dunnes Ge- 
fass, teils war die Magenvene wieder revascularisiert. Audi 
zwischen Magen und Milz wurden neue bezw. revasculansierlc 
Venen gefunden. die bei den Hunden besonders stark ausge- 
bildet waren. Die Grosse und der Umfang dieser Bahnen, urc 1 
die der Blutabstrom des Magens erfolgte, richtete sich nac 
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der Zeitdauer, die seit der Operation vergangen ^var. Bei Ka- 
ninchen liess sich feststellen. dass das Auftreten dieser kol- 
latemlen vendsen Bahnen fiir den Abstrom des Blates vom 
i agen zeithch mit der starken Vermehrung der Reticulocylen 
im strbmenden Blut zusammenfiel. Die Magenwand war nur 
m den ersten Wochen gestaut, blaulich-cyanotisch. Die Milz 
war nur bei den beiden Infekt-Kanincben vergrdssert, sonsl 
stets normal. Auch an den iibrigen Organen, insbesondere am 
Knochenmark, keine besonderen Veranderungen. 


5) Wurde gleichzeitig mit der Unterbindung der V. coro- 
naria ventriculi die Milz exstirpiert, nachdem unter Vermei- 
dung von Blutungen alle arteriellen und venosen Gefasse dieses 
Organes doppelt unterbunden und durchschnitten worden wa- 
ren, so begann bei alien 5 Kanincben nach 2 bis 4 Tagen der 
Haemoglobingehalt des Blutes und die Zahl der Erythrocyten 
abzunehmen. Die Dauer dieser Anaemien betrug stets min- 
destens 4 bis 6 Wochen. Ihr Ausmaass war bei den verschie- 
denen Tieren nicht gleichmassig. Bei 3 Kanincben sanken die 
Haemoglobin-Werte um 10 bis 20 %, die Zahl der Erythrocy- 
ten um 1 bis 1,5 Millionen pro cmm. Sobald die Anaemic ihr 
Maximum erreichte, kam es auch bei diesen Tieren zu einer 
Vermehrung der Reticulocyten im stromenden Blut, auf 40 
bis 80 pro Mille. Die Leukocytenzahl und das Differentialblut- 
biid veranderten sich nicht. — Bei 2 anderen Kanincben war 


die Anaemic nicht nur besonders langdauernd, sondern auch 
sehr hochgradig. Hier sank bei dem einen (Kanincben Nr. 11) 
bereits am 2. postoperativen Tage der Haemoglobingehalt des 
Blutes auf 45 %, die Zahl der Erythrocyten auf 2,6 Millionen 
im cmm ab. Wahrend der folgenden 10 Tage wurden Haemo- 
globin-Werte zwischen 50 und 55 %, Erythrocytenzahlen von 
3 bis 3.5 Millionen gefunden. Die Zahl der Reticulocyten im 
stromenden Blut stieg gleichzeitig auf 80 bis 130 pro Mille. 
Von der 3. postoperativen Woche an sank der Haemoglobm- 
und Erythrocyten-Gehalt des Blutes erneut, schliesslich bis 
auf 36 % Haemoglobin und 2,9 Millionen Erythrocyten pro 
cmm. Die Zahl der Reticulocyten schwankte m dieser Mi 
zwischen 58 und 98 pro Mille (s. Abb. 6). Die Leukocytenzahl 
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blieb nach der Operation zunaclisl unverandert. Von der 3. 
postoperativen Woche an nahm die Zahl der Leukocyten ab, 
zunachst auf 4500, zuletzt auf 3200 pro cmm. Das Differential- 
blutbild blieb dabei unverandert. Im Blutausstrich Polychro- 
masie, Anisocytose und vereinzelt Normoblasten. Bei schlech- 
tem Allgemeinzustand wurdc das schwer anaemische Tier am 
25. Tage durch Nackenschlag getotet. Bei dcm zweiten dieser 
Tiere ging die postoperative Anaemic zunachst nach etwa 6 
Wochen spontan zuriick, und die Ausgangswcrte fiir Haemo- 
globin und Erythrocyten wurden \vicder erreicht. 7 Monate 
spater enhvickelte sich spontan von neuem cin schwcrcr anae- 
mischer Zustand. Der Haemoglobingehalt dcs Blutes sank auf 
55 %, die Zahl der Erythrocyten auf 3,8 bis 4 Millioncn. Etwa 
2 Wochen spater nahm die Zahl der Reticulocyten im stro- 
menden Blut voriibergehend auf 129 pro Mille zu, sank abcr 
bald wieder, bis auf 10 pro Mille Oder wenigcr. Die Leuko- 
cytenzalil verminderte sich gleichzcitig zunachst auf 5000, 
zuletzt auf 3500 pro cmm, unter relativer Vermindcrung der 
Lymphocyten im Differentialblutbild. Nach 3 Monate lang bc- 
stehender Anaemic starb das Tier an ciner Pneumonic. — 
Occultes Blut im Stuhl war bei keinem der 5 Kaninchen nach- 
weisbar. Die Operation wurde bei 4 Tiercn als ersler Ein- 
griff ausgefiihrt, bei dem 5., nachdem 8 Monate vorher die V. 
coronaria ventriculi und die gastro-lienalen Venen unterbun- 
den Worden waren (Scrie 4). An den Unterbindungsstcllen 
der ersten Operation batten sich hier, wic stets, diinne ncue 
Venen geoffnet, die jetzt unterbunden wurden. 

Scktioiisbcfunde: 2 Kaninchen starben an Pneumonic, nach G 
Wochen bezw. 10 Monaten. 3 Tiere wurden nach 2A Tagcn, nach 
G bezw. 12 Wochen getotet. Bei alien dicsen Kaninchen hatten sich, 
wie auch bei den Tiercn von Scrio 3 und 4 bcobachtct, im narbigen 
Bindegewebe der Unterbindungsstcllen Oder in den Adhaesionsstran- 
gen zum Netz bezw. Diinndarm cine Oder mehrerc diinne venose 
Gefiisse wieder dem Blutstrom vom Magen geoffnet. Hire Zahl und 
ihre Weite war umso grosser, jc langere Zeit seit dcm Eingriff 
vergangen war. Der Magen war bei den am fruhesten nach der 
Operation getoteten bezw. geslorbenen Tiercn noch gestaut, blau- 
cyanotisch verfarbt, zeigte aber keine Blutungcn Oder Epitheldcfekte. 
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Spaier war die Magenschleimhaut ausgesprochen blass Die Pforfnrim 
war ste s lait fliissigem Blut gefiillt, frei von ThromSn Bo 
beiden Kanmchen nut den schwersten Anaemien war das sub 
cutane Fettpolster stark reduziert. Das Faltenrelief der Magen- 
schleimhaut war bei ihnen auffallend gering. Die Robrenknoclien 
und das Sternum entliielten rotes Knochenmark. 


6) Nach Unterbindung der V. mesenterica superior, die als 
Kontrollversuch ausgefiihrt wurde, starben die meisten Tierc 
bei Oder in den ersten 24 Stunden nach dem Eingriff. Es ge- 
lang aber 3 Kaninchen 8 bez^v. 10 Tage am Leben zu erhal- 
ten. Sie wurden in dieser Zeit nicht anaemisch, im Gegenteil, 
der Haemoglobin- und Erythrocyten-Gehalt des Blutes stieg 
etwas an. Die Zahl der Reticulocyten im stromenden Blul 
blieb unverandert niedrig. Der Leukocytengehalt nahm zu, 
imter Vermehrung der jugendlichen neutrophilen Elemente, 
bei relativer Verminderung der Lymphocyten. Occultes Blul 
in den Faeces bei 2 Kaninchen am 3. bis 5. Tage nach dem 
Eingriff. 


Sektionshefunde: Thrombose in der unterbundenen V. mesenterica 
superior. Venen im Zuflussgebiet des thrombosierten Gefasses stark 
gestaut. Die zugehdrigen Diinndarmschlingen stark geblabt, ihrc 
Wand blass-cyanotiscli. V. portae frei durchgangig, nicht thrombo- 
siert. An der Oberflache des Diinn- und Dickdarms einzelne Fibrin- 
belage. Kein Exsudat in der Bauchhohle. Magen stark mit Luft 
gefiillt, blass. Schleimhaut mit gastritischen Veranderungen und 
einzelnen Blutaustritten. Todesursache; postoperative Magen- und 
Darmatonie mit beginnender Peritonitis. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Aus den Beohachtungen bei den verschiedenen operativen 
Eingriffen geht hervor, dass ein Teil des venosen Blutes vom 
Ilfagen seinen Weg durch die Venen der Magenwand nimnit, 
die sich zu der V. coronaria ventriculi sammeln. Diese grosse 
Magenvene verlasst beim Kaninchen und beim Hund die Ma- 
genwand an der kleinen Kurvatur etwas oberhalb des Pylorus 
und zieht zur V. portae. Etwa 1 cm vor ihrem Emtntt m 
die Pfortader vereinigt sie sich haufig mit der V. lienalis. Un 
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anderer Teil des venosen Blutes vom Magen fliesst durcli die, 
in der Regel drei, venosen Verbindungen zwisclien Magen nnd 
Milz. Diese Venen (Vv, gastro-epiploicae) entspringen an der 
grossen Kurvatur des Magens, meist am Fundus, und zielien 
im Netz zuni Hilus der Milz. ^vo sie in die V. lienalis einmun- 
den. Dass die Stromrichtung in diesen gastro-lienalen Venen 
ausscKliesslich vom Magen zur Milz fiihrt, gebt aus ihrem 
Verhalten bei Abklemmung bezw. Unterbindung eindeutig her- 
vor. Der von Bock u. Frenzel einmal geausserten Meinung, 
bei Unterbindung der V. lienalis konnte das Milzbliit iiber die- 
se gastro-lienalen Venen abstromen und auf dem Umweg iiber 
die Magen- und Oesophagusvenen zur V, cava gelangen, muss 
also widersproclien Averden. Fine Oder mehrere der genannten 
Vv. gastro-epiploicae erreiclien ubrigens bisweilen — alinlicli 
dem Verhalten beim Menschen — auch bei diesen Versuchs- 
tieren die V. lienalis etwa in der Mitte zwischen Milzhilus und 
Einnhindung der Milzvene in die V. portae. Die V. lienalis 
ihrerseits kann sich manchmal vor ihrer Einmiindung in die 
Pfortader statt mit der V. coronaria ventriculi mit der V. me- 
senterica superior vereinigen. 

Aus diesen anatomischen Verhaltnissen folgt fiir die Be- 
wertung der Versuchsergebnisse: Die Unterbindung bezw. 
'riirombosieriing der V. lienalis (s^isolierte Milzvenenthrombo- 
se«, Serie 1) bedeutet nicht nur eine Stauung der Milz, ein 
Abflusshindernis fiir das Milzbiut zur Pfortader, sondern be- 
hindert sekundar auch einen Teil der venosen Zirkulation des 
Magens durch die Vv. gastro-epiploicae. Noch sicherer wird 
dieser Effekt, eine partielle venose Blockade des Magens, 
durch die gleichzeitige Unterbindung der gastro-lienalen Ve- 
nen und der V, lienalis erreicht (Serie 2). Der Abstrom des 
venosen Blutes vom Magen zur Pfortader durch die V. coro- 
naria ventriculi bleibt hierbei natiirlich unbehindert. Bei Un- 
terbindung der V. coronaria ventriculi allein (Serie 3) wird 
ein grosserer Teil des Magenblutes am Abstrom in die Pfort- 
ader gehindert. Einem Teil dieses Blutes bleibt aber der Weg 
iiber die gastro-lienalen Venen offen. Eine totale Zirkulations- 
unterbrechung fiir das venose Blut des Magens auf seineni 
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L TTnf ; ^ ^ gleichzeilig mil 

Unterbmdung der V. coronaria ventriculi alle gastro-liena- 

len Venen unterbunden werden (Serie 4), sowie bei den Tic- 
ren, deren Milz gleichzeitig mit der Unterbrechung der gros- 
sen Magenvene exstirpiert wird (Serie 5). Bei den Versuchs- 
heren der Serien 3 und 4 gelangt das Milzblut unbebindcrl 
m die Pfortader. Bei Unterbindung der V. mesenterica superior 
(Serie 6) bleibt der venose Blutabstrom des Magens und der 
Milz zur V. portae unbehindert. 

Betrachten wir den Einfluss dieser verscbiedenen Eingriffe 
auf den Haemoglobin- und Erythrocyten-Gebalt des Blutes, so 
zeigt sich, dass die Unterbindung der V. mesenterica superior 
niemals anaemisierend wirkt. Die isolierte Tbrombosierung 
der V. lienalis lasst bei etwa der Halfte der Versucbstiere eben- 
falls jeden anaemisierenden Effekt vermissen. Der Rest wird 


nach diesem Eingriff voriibergehend leicht anaemisch. Alle 
iibrigen Operationen bewirken regelmassig Anaemien. Ihr 
Grad und ihre Dauer steht in bestimmten Beziehungen zu der 
besonderen Art der Eingriffe. Die schwersten Anaemien fin- 
den sich bei den Tieren, bei denen in einer oder z^vei Opera- 
tionen eine maximale Blockierung des venosen Blutstromes 
vom Magen zur Pfortader bewirkt wurde, so beispielsweise bei 
den Kaninchen Nr. 11, 30 und 33. Es macht keinen Unter- 
schied, ob diese Unterbrechung der venosen Zirkulation durch 
die Unterbindung der V. coronaria ventriculi und gleichzeitig 
aller gastro-Iienalen Venen, wife in Serie -4, oder durch die 
Kombination der Unterbindung der grossen Magenvene mit 
der Exstirpation der Milz, wie in Serie 5, erreicht wird, oder 
ob etwa die Milz durch einen friiheren Eingriff atrophisch 
geworden war. Zwischen den beiden Extremen, dem Fehlen 
jeder Anaemic und den hochgradigsten Anaemien, stehen die 
Anaemien aller der Tiere, bei denen der Abstrom des venosen 
Blutes vom Magen zur Pfortader nur partiell blockiert wurde. 
Hier ist meist die Unterbrechung der V. coronaria ventriculi 
wirksamer, als die allein der gastro-Iienalen Venen. 

Die Entstehung der Anaemien wird in keiner Weise dure 
die Funktion der Milz beeinflusst. Dies beweisen nicht nur 
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die Tiere mit Milzexstirpation, die z. T. sehr schwere Anae- 
mien hatten, sondern auch jene Versiichs-Tiere, bei denen die 
Milz infolge fruherer Unterbindung der V. lienalis und gleich- 
2 eitig der gastro-Iienalen Venen atrophisch geworden war (z. 
B, Kaninchen Nr. 17, 30 und 33). Diese regressive!! Verande- 
rungen der Milz, die als Nebenbefund der Versuche konstatiert 
Avurden, konnen teihveise so erklart werden, dass es sichbeider 
Unterbindung der gastro-Iienalen Venen beim Kaninchen nicht 
immer vermeiden lasst, auch einige der benachbarten Arterien 
zu unterbrechen, Avie bei Besprechung der Versuchsanordnung 
bereits erwahnt wurde. In solchen Fallen Aviirde die Atrophie 
der Milz den gelegentlich beim Menschen beobachteten re- 
gresswen Veranderungen' bei Arteriosklerose der Milzarterie 
entsprechen (Lubarsch). Aber auch bei erhaltener arterieller 
Zufuhr ist allein durch die venose Stauung ein Anlass zu der 
Entstehung dieser Atrophie gegeben (Stauungsatrophie, A^ergl. 
Lubarsch). Dies Avird deutlich durch den Obduktionsbefund 
des Kaninchens Nr. 24 illustriert, das nach Unterbindung der 
V. lienalis und der Va\ gastro-epiploicae statt einer atrophi- 
schen eine A^ergrosserte Milz hatte. Bei diesem Tier Avurde cine 
stark ausgebildete accessorische Milzvene gefunden, die die 
Verbindung zur Pfortader herstellte, und so eine Stauung der 
Milz A^erhinderte. Das Problem, Avie im einzelnen unter diesen 
cxperimentellen Bedingungen die regresswen Veranderungen 
der Milz entstehen, konnte die Aufgabe besonderer Untersu- 
chungen sein. In diesem ^usamnienhang ist die Atrophie der 
Milz nur soAA^eit A^on Bedeutung, als der durch sie bedingte 
subtotale Ausfall der Milzfunktion ebensoAvenig wie die Ex- 
stirpation des Organes die Entstehung der Anaemien AA^eder 
A^erhindert noch begiinstigt. 

Nur insofern Averden die Versuchsresultate durch den Aus- 
fall der Milzfunktionen beeinflusst, als es bei den milzlosen 
Tieren meist langere Zeit dauert, bis die anaemischen Blut- 
veranderungen verscliAvinden. Audi bei splenektomierten Hun- 
den, die durch Blutgifte anaeniisch gemacht Avurden, A^ergeht 
bis zur Wiederherstellung des normalen Blutbildes AA^eit lan- 
gere Zeit als bei den Kontrolltieren (Ponticaccia). Die Blu- 
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tangsanaemien milzloser Measchen sollen, nach Eppl„.„ 
aarce, Krambhaar, besonders schwep and langdaucrnd sd„’ 
Andere Aatoren (Palon, GuIIand a. Fowler) vermisscn aller- 
(Imgs jeden Unterschied zwischen milzlosen und nornialen 
Versuchstieren in der Regenerationsgeschwindigkeil des Blii- 
tes nach Aderlassen. Asher, Vogel u. Sollberger fanden sogar 
umgekehrt eine Begiinstigung der Blutregeneration durch die 
Milzexstirpation. Aus der menschlichen Pathologic liegen ver- 
schiedene, nicht immer bestiitigte Erfahrungen dariiber vor, 
dass eine hestehende Anaemic nach Milzexstirpation rasch ver- 
schwinden oder sogar eine Polyglobulie auftreten Icann (vergl. 


Hans Hirschfeld). Diese verschiedenen, einander teihveise wi- 
dersprechenden Beobachtungen lassen nur den Schluss zii, 
dass die Bolle der Milz fiir die Blutregeneration offenbar von 
der Art der Anaemie, von etwaigen gleichzeitigen Verande- 
rungen anderer Organe und wahrscheinlich auch von der 
Tierspezies bestimmt v%drd. Fiir die Anaemien nach expcri- 
menteller Thrombosierung der verschiedenen Venen im Pfort- 
adergebiet, vvie sie in den Versuchen dieser Arbeit gcfunden 
wurden, ist jedenfalls zu konstatieren, dass die Existenz oder 
der Ausfall der Milzfunktionen fiir die Entstehung der anae- 
mischen Zustande bedeutungslos ist, dass alrer die Blutregc- 
neration bei milzlosen Tieren offenbar ehvas langere Zeit 


braucht. 

In den ersten Wochen nach den operativen Eingriffen, in 
denen alle venosen Bahnen vom Magen zur Pfortader unler- 


brochen wurden (Serie 4 und 5), kann der Abstrom des BIu- 
tes vom Magen nur iiber Kollateralvenen zu den Oesophagus- 
Venen und weiter in die V. cava inferior erfolgen. Nach 2 


bis 4 Wochen aber werden entweder die unterbundenen Ve- 
nen allmahlich revascularisiert, oder es bilden sich an Stellc 
der unterbrochenen Gefasse kollaterale Venen aus, durch die 
vweder Blut vom Magen in die V. portae gelangen kann, wic 
sich hei operativen Inspektionen bezw. Sektionen zeigte Zcil- 
lich fallt dies mit der Ausschuttung jugendlicher rdiculierler 
Erythrocyten in die Blutbahn zusammen. Diese 5>krisent S ' 
Vermehrung der Reticulocyten leitet den spontanen Riickgang 



395 


der Anaemien ein. In weileren 2 bis 3 Wochen werden -vviedei- 
die normalen AusgangsAverle fiir Haemoglobin und Erythro- 
cyten erreicht. Diese Restitution konnte nur bei 2 Tieren der 
5. Serie (s. Seite 388 — 389) nicht beobachtet werden, die noch 
im anaemiseben Zustand starben bezw. getotet wurden. 1st die 
Anaemie vollkommen verscliwunden, so stehen regelniassig 
dem venosen Blut auch wieder ausreicbende Wege vom Ma- 
gen zur Pfortader often, sei es durch Revascularisierung der 
unterbundenen Gefasse, sei es durch neugebildete Kollateral- 
venen. 

Die Versuche zeigen eindeutig, dass nicht die Unterbin- 
dung bezw. Thrombosierung jedcr grosseren Vene im Quell- 
gebiet der Pfortader zu einer Anaemie fiihrt. Der anaemisie- 
rende Effekt wird niemals durch die Tlirombosierung selbst 
cines so grossen Gefasses wie der V. mesenterica superior er- 
leicht. Auch die Unterbindung der V. lienalis mit ihren Fol- 
gen fiir die Milz bewirkt nicht rcgelmassig einc Blutarmut. 
Der entscheidendc Faldor fiir die Entstehiing der Anaemien 
ist vielmehr ausschliesslich die partielle oder totale Unter- 
brechung des venosen Blutstromes vom Magen zur P. portae. 
Der Grad der Anaemie steht in einem Verhiiltnis zu dem 
Ausmaass dieser venosen Blockade: ist die Unterbrechung nur 
partiell (Vv. gastro-cpiploicae allein oder V. coronaria ventri- 
culi allein), so sind die anaemischen Veranderungen geringer, 
als bei totaler Sperrung allcr venosen Wege vom Magen zur 
Pfortader. Diese Schlussfolgerungen aus den positiven und nc- 
gativen Versuchsresultatcn finden einc weitere Stiitze darin, 
dass der Riickgang der Anaemic mit dcr Wiedereroffnung 
venoser Bahnen zwischen Magen und Pfortader einhergeht. 

Dieser Auffassung von der entsebeidenden Bedeutung der 
Zirkulationsunterbrechung ausschliesslich der Venen zwischen 
Magen und V. portae fiigen sich auch gut einige andere Bcob- 
achtungen ein, ohne dass sie von ihren Autoren selbst in die- 
ser Weise gedeutet worden waren. Gebhardt u. Fricke fanden 
bei 4 von 14 Hunden nach Anlegung einer Eck’sehen Fistel 
in der 1. bis 4. postoperativen Woebe schwere Anaemien. 
Bei dieser Operation wird bekanntlich eine Anastomose zwi- 
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scJien V. portae und V. cava inferior hercestellt T ip^rf a- 
Anastomose (wie sie meist angelegt wird) nahe der Leber! 
pforte, so gelangt das venose Blut des Magens nicht in die 
eber, sondern wird an dieser vorbei in die V. cava umge- 
leitet. Bock u. Frenzel berichteten 1938 — die Untersuchungen 
dieser Arbeit vvaren damals schon im Gange _ iiber schivere 
naemien bei 5 Kaninchen nach gleichzeitiger Unterbindung 
•der V. henalis und V. coronaria ventriculi. Durch diesen Ein- 
griff wird ebenfalls die venose Zirkulation zwischen Magen 
und Pfortader total blockiert. Die von Bock u. Frenzel bc- 
obachteten Anaemien entsprechen in ihrem Grad ungefahr 
denen, die von mir nach gleichzeitiger Unterbindung der V. 
coronaria ventriculi und aller gastrolienalen Venen, bezw. bei 
gleichzeitiger Milzexstirpation gefunden wurden. Eine Diffe- 
renz besteht nur beziiglich der zeitlichen Verhaltnisse: Das 
Maximum erreichten die Anaemien bei Bock u. Frenzel in 
der 5. Woche, das Ausgangsniveau wurde etwa in der 10. 
Woche wieder erreicht. In meinen mehr als 30 Anaemic be- 
vvirkenden Operationen wurden die tiefsten Haemoglobin- und 
Erythrocytenwerte stets in der 2. bis 3. postoperativen Woche 
gefunden, auch der Riickgang der Anaemien dauerte sclten 
so lange. 


Mdgliclienveise ist fur diese Unterscliiede in den Befunden ein 
methodisch differentes Vorgehen bedeutungsvoller, als der Umslanci, 
dass von Bock u. Fi’enzel anders als in den hier berichteten Ver- 
suclien stets die V. lienalis zusammen mit der V. coronaria ven- 
triculi unterbunden wurde. Die genannten Autoren sebreiben nam- 
lich: >>Vor jeder Operation wurde ein vollstandiger Blutstatus auf- 
genommen, ein zweiter Blutstatus 14 Tage nach der Operation. ^ on 
da an wurden die morpiiologischen Blutwerte jede Woche gepruft.« 
Nach meinen Erfahrungen ist eine einmalige voroperativc Untcr- 
suchung der Versuchstiere nicht ausreichend. Bei den ersten zwci 
bis drei Untersuchungen sind die gefundenen Haemoglobin- unt 
Erythrocytenwerte haufig zu hoch. Dies erklart sich aus der an- 
fanglicli fehlenden Gewohnung der Kaninchen an den Eingia fc 
Blutentnahme, der eine Erregung und damit eine Adrenahnaus- 
schiittung bewirken kann. Durch letztere werden Erythrocyten ot. 
derMilz und anderenDepotorganen in dieBlutbahn ^'^®sesclnvem ^ 
Nur die Ausdehnung der voroperativen Periode auf 8 bis lo b 
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hei fast tagliclien Untersucliungen fuhrt zu zuverlassigen und kon- 
stanten Ausgangswerten. Audi in der postoperativen Zeit sind 
wddicntlidie Abstandc dor Untersudiimg zu gross. 

Wahrend beziiglich der Haemoglobin- und Erylhrocyten- 
werte zwischen den Beobachlungen von Bock u. Frenzel und 
den Befunden dieser Arbeit nur unwesentliche quantitative 
und zeitliche Differenzen bestehen, sind die Resultate iiber 
das Verhalten der Reticulocyten vollkommen entgegengesetzt. 
Bock u. Frenzel fanden bei keinem ihrer 5 Kaninchen eine 
Vermelirung der Reticulocyten. Es lasst sich nicht entschei- 
den, ob ihnen etwa infolgc zu grosser Untersuchungsabstande 
cine Reticulocytenkrise entgangen ist, Oder ob \vahrschein- 
licher dieser Unterschied eine anderc Ursache hat. Auf der 
zirkulatorischen Ausschaltung der Milz kann die Differenz 
nicht bcruhen; dcnn in meinen Versuchen trat die Vermeil- 
rung der Reticulocyten im stromenden Blut bei alien Tieren 
auf, die anaemisch ivurden, gleichgiillig ob sie eine funk- 
lionstiichtige Milz batten oder nicht. 

Was die Leukocyten betrifft, so fanden Bock u. Frenzel 
stets langdauernde, teihveise bis 35 Wochen anhaltende Ver- 
minderung des Gehaltes an Granulocyten im Blut. In den 
cigenen Versuchen dagcgen kam es nur bei 2 Kaninchen der 
5. Serie (Unterbindung der V. coronaria ventriculi und Milz- 
extirpation) im terminalen Stadium bei schivcrster Anaeniie 
zu eincr Leukopenie. Hicrbei ^varen Granulocyten und Lym- 
phocjden ungefahr gleichmassig vermindert. Bei alien libri- 
gen Versiichslieren, auch \venn sie schwer anaemisch ivur- 
den, blieb die Zahl der Leukocyten unveriindert, oder nahni 
in der 1. bis 2. postoperativen Woche vorubergehend um 
einige 1000 Zellen pro cmm zu. Diese Leukocytose ging nieist 
mit ciner relativen Verminderung der Lymphocyten im Dif- 
ferentialbliitbild einher. Sie entsteht also durch eine Aus- 
schwemmung meist jugendlicher granulocytarer Elemente in 
die Blutbahn, wobei die absolute Menge der zirkulierenden 
Lymphocyten annahemd gleich bleibt. Diese leukocytare Re- 
aktion ist eine unspezifische Folge der operativen Eingriffe 
und der daniit verbundenen Gewebslaesionen. Die besondere 
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/Ir der Operation ist tur sie bedeulungslos. Sic id slcls be 
reits wieder abgcklnngen, avenn die Haemoslobin- und En- 
Uiroeylemverte erst iliren Tietpunkl errciclien. Die immilli- 
are und spezifisclie Folge der partiellen oder totalen Unter- 
brechung des venosen Blutstomes zwischen Magen und Pfor- 
tader besteht also ausschliesslich in einer erst nach cinigen 
Tagen einsetzenden, allmahlich zunehmenden Verminderung 
des Haemoglobin- und Erythrocytengehaltes im Blut. 


Die eben erwahnten Versuche von Bock u. Frenzel gingen 
iibrigens nicht von der Frage der Entstehung der Anaemien 
bei Thrombosen im Pfortadergebiet aus, sondern galten den 
funktionellen Beziehungen zwischen Milz und Knochenmark. 
Die Autoren deuteten ihre Versuchsresultate so, dass die Milz 
normalerweise einen knochenmarkshemmenden Faktor in die 
Blutbahn abgabe, der in der Leber zerstort oder gebunden 
wiirde. Infolge der angelegten Ligaturen sollte dieser hypo- 
thetische Stoff iiber die gastro-linealen Venen und kollaterale 
Bahnen am Magen zu den Oesophagusvenen und somit iiber 
die V. cava in erhohter Konzentration zum Knochenmark 
gelangen. Durch die hemmende Wirkung des Milzstoffes auf 
das Knochenmark sollten die Anaemien entstehen. Dass diese 
Deutung nicht zutreffend ist, wurde durch die in dieser Ar- 


beit geschilderten Versuche bewiesen: 1) In keinem Versuch 


wurde eine Umkehr der Stromrichtung in den Vv. gaslro- 


epiploicae beobachtet, durch die Blut von der Milz zum Ma- 
gen gelangen kdnnte. 2) Bei erhaltener Zirkulation in der V. 
lienalis und Unterbindung allein der V. coronaria ventriculi 
Oder dieser Vene gleichzeitig mit den gastro-lienalen Venen 
v/erden die Versuchstiere anaemisch. 3) Auch milzlose Tiere 
werden in gleicher Weise wie Kaninchen mit funktionieren- 
der Milz anaemisch, wenn der venose Blutstrom zwischen 
Magen und Pfortader blockiert wird. 

Nach Feststellung der Tatsache, dass bei den Versuchs- 
tieren eine Anaemic stets dann entsteht, wenn das venose 
Blut des Magens partiell oder total an der normalen Passage 
zur Pfortader und damit zur Leber verhindert wird, blcibt 
zu erklaren, weshalb diese Umleitung des Blutstromes anaeim- 
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siercnd wirkl. Es handeli sich niclii clwa iiin gcwohnliclic 
Bliiiungsanacmicn, die durch eine Staining der Mageiivencn 
liervorgcrufen wurdcn, Bci den Opcraiioncii selbst kam cs 
nie zii nenncnswerlcn Blulvcrlustcn. Grosscre Magenblutungen 
fandcn sich nur bci cinigen wahrend odcr kiirz nacli dcm 
Eingriff vcrslorbcnen Ticrcn, Bci den langc iibcrlcbcndcn Ka- 
ninchen konnten durch die Unlcrsuchung der Faeces aiif oc- 
ciiltcs Blut Bluliingen in den Magcn odcr Darmkanal aus- 
gcschlosscn ivcrdcn, aiich wenn sic sclnvcr anacmisch wiir- 
dcn. Ebcnsoivcnig koinmt die Ziiruckhaliung crhcblicher Men- 
gen von Er 3 dhrocytcn in gcslaulcn Kapillargcbielcn als Ur- 
sache der Anacmien in Fragc. Wiirc dies der Fall, so mussle, 
im Gegensalz zu den lalsachlichcn Befunden, die Unterbin- 
dung dcr V. nicscntcrica und die isolicrlc Milzvcnenthrombosc 
niindcslcns so anacmisicrend ivirken. Im Kapillarnetz dcr 
Darmivand und vor allcm in der Milz Aviiren die Vorbeding- 
ungen fur cine solchc Ziiriickhallung von Erjdhrocjdcn weil 
mchr gegeben, als in den Kapillaren dcs Magens. Audi die 
hacmolj'sierenden Eigcnschaflcn dcr Milz haben fiir diese 
Anacmien kcinc Bcdeulung, da sich kein Untcrschied in ihrem 
Auflreten zNvischen milzloscn Ticren und solchcn mil funk- 
lionierender Milz zciglc. 

So blcibcn nur zwei moglichc Ursachen zu crortern: 

1) Es kdnnte eine vcrmehrle Blutzerslorung slattfinden. 
Das wcscnilichc Organ cincr solchcn vcrmchrlcn Haemob'sc, 
die Milz, isl fiir die Enlstchung dcr Anacmien in diesen Ver- 
suchen bcdculungslos, ivic wir sahen. Die Scklionsbcfundc 
gaben aiich keinen Anhallspunkt fiir cine vcrmchrtc Hacino- 
\yse an andcren Stellen, chva in dcr Leber. Fiir die Hj^polhese 
eincr vermehrten Blulzcrstorung sprichl nichls. 

2) Die Anacmien konnen also nur durch Hemmung der 
Erylhropoesc im Knocheninark cnlstchcn. Diese kdnnte da- 
durch zu Standc kommen, dass enhveder ein licsondcrer licm- 
mender Faktor \virksam wird, odcr dadurch, dass ein fiir die 
normalc Erjdhropoesc notwendiger Stoff fehlt, bezw. nicht in 
ausreichender Mengc vorhanden ist. Die erstgenannte Annah- 
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Reticulocyteiikriseii, die durch die Zufuhr eincs Produklcs 
aus »intrinsic« und ^extrinsic faclor« bei solcheii Krankeii 
aiisgelost werden, unterlicgcn der glcichcn Regel (Caslle lu 
Mitarb.)* Die nach diesen therapeulischen Maassnahmen bei 
Krankeii mil pernicioser Anaemie einselzendcn Reticiilocyten- 
krisen konnen nur so gcdcutel werden, dass cin antianaenii- 
scher Sloff zum Knocheninark gclangt, dor vorlicr fchlle. 
Ebenso ist die Reticulocytcnkrise in den Ticrexperiinenten 
dicser Arbeit nur so zu versiehen, dass cin infolge der Unlcr- 
brechung des Blulslromcs zwischen Magcn und Leber felilen- 
der Oder nichl in ausreichender Mengc zur Verfiigung slehen- 
dcr »Faklor« jelzt wieder zum Knoclienmark gelangi. Da cin 
Defizit an diesem, nach den Versuchscrgcbnisscn im Magcii 
gebildclcn Sloff Anaemic hervorruft, muss er fiir die normalc 
Erylhropoese nolwendig scin. 

Bevor die Frage, welclicr Art dicser »Faklor« ist, naher 
erdrtert wird, sei zunachst an cine Rcihe klinischcr und ex- 
pcrimcnteller Erfahrungen erinncrl, die aiif funklionellc Be- 
ziehungen des Magens sowohl zu hypocliromcn wic zu hyper- 
chromen Anacmien, bezw. zur Erythropoese hinweisen (vergL 
die zusammenfassende Darslcllung Singer’s). Bei Achylia 
gastrica konimen hypochromc »Chloranaemien« und hyper- 
chrome perniciose Anacmien vor, crsterc weit haufiger (Ein- 
horn, Faber, Borgbjaerg u. Lollrup). Umgckchrt gibl cs aber 
auch histaminrefraklare Achylien ohne jede Blulverandcrung, 
und, wenn auch seltcn, sichcrc Falle von Anaemia pcrniciosa 
mil crhallcncr Pepsin- und Salzsaurcproduktion. Die Achylic 
geht bei dcr perniciosen Anaemic den Blutveranderungcn oft 
lange Zeit voraus. In Familicn, in denen Anaemia pcrniciosa 
haufig vorkommt, haben nichl sclten anderc Familienmilglic- 
dcr bereits von friiher Jugend an cine Achylia gastrica, z. T. 
ohne Blutveranderungcn, z. T. mil hypochromer Anaemie 
(Minot, Gram, Wilkinson u. Brockbank, Hurst, Heath, Schul- 
ten u. a.). Mil Achylie verbundene hypochromc Anacmien 
konnen in eine tj^pische hj’^perchromc Anaemic umschlagcn 
(Biermer, Minot, Gram, Wilkinson u. Brockbank, Schultcn, 
Hurst, Damashek, Heath, Singer u. a.). 



402 


Magejpsresektionen beim Mcnschcn wurden 
wiederholt langdauernde Anaemien von hypocliromcm Typus 
eobachtet (Riedel, Gutzeit). Naegeli betont allcrdings, dass 
es auch zahlreiche Patienten gibt, die nach einer grossen Ma- 
genresektion nicht anaemisch warden. Im Tierexperiment, bei 
Hunden, fand Gutzeit regelmassig schwere und langdauernde 
hypochrome Anaemien nach Totalresektion des Magens. Bei 
zwei Schweinen entstand nach dem gleichen Eingriff zuersl 
eine hypochrome Anaemie, die nach einigen Monaten in den 


hyperchrom-makrocytaren Typus iiberging (Bence). Ahnliche 
Anaemien, aber nie eine echte Perniciosa, entwickeln sich bei 


Hunden auch nach Resektion allein des Pylorus, des Pylorus 
und des Duodenums oder des Pydorus und der Brunncrschen 
Driisen des Duodenums, wie Petri u. Mitarb. beobachtctcn. 
Die Leber der Schweine verliert naeh totaler Magenreseklion, 
w'ie Bence und spater Goodman, Geiger u. Claiborn fanden, 
aber merkwiirdigerweise auch nach Resektion allein des Ma- 
genfundus (Petri, Bing, E. Nielsen u. A. K. Nielsen) teihveise 
Oder vollkommen ihre antiperniciose Wirksamkeit, wie aucll 
die Leber von Kranken mit Anaemia perniciosa keinen Per- 
niciosa-Schutzstoff enthalt (D^, Richter u. Kim). 

Beziehungen zwischen Achylie bezw. operativem oder cx- 
perimentellem Ausfall der Magenfunktion einerseits und der 
Entwicklung anaemischer Zustande andererseits waren auf 
Grund aller dieser Erfahrungen unbestreitbar. Die Art dicser 
Wechselbeziehungen musste aber kompliziert und unklar er- 
scheinen. Eine weitergehende Klarung der stofflichen Natur 
dieser funktionellen Zusammenhange gelang nur in zwei Rich- 


tungen. Fiir eine bestimmte kleinere Gruppe von sog. essen- 
tieller mikrocytar-hypochromer Anaemie, die meist mit Achy- 
lie verbunden ist, konnte der Eisenmangel als aetiologisches 
Moment durch den einwandfreien therapeutischen Erfolg 
sichergestellt werden (Schulten). Bei diesen Kranken ent- 
wickelt sich der Eisenmangel offenbar infolge einer Storung 
der Fe-Resorption, die durch die schon vorher bestehendc 
Achylie verursacht wird. Man muss aber fragen, weshalb mcli 
bei jeder Achylie ein derartiger Eisenmangel auftntt. Fur die 
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•\veit grosscre Gruppe der makrocytar-Iiyperchromen Anaemien 
vom Typus der Perniciosa (Biermer, Addison) wurde die Be- 
deutung des ]\Iagens durch die Untersuchungen von Castle 
u. Mitarb. weitgehend aufgeklart. Bekannllich wies Castle 
nach, dass in der Magenschleimhaut des Menschen und des 
Scliweines ein fermentarliges, thermolabiles -vvirksames Prin- 
zip (»intrinsic factor«) gcbildet und in das Lumen des Ma- 
gens abgcgcben wird. Dieser Stoff vereinigt sich in vivo und 
in vitro mit bestimmtcn Nahrungsbestandteilen, vor allein 
Muskelflcisch (dem »cxtrinsic factor«), zu einem thennosta- 
bilen Reaktionsprodukt. Dieses bcwirkt bei Kranken mit un- 
beliandelter pernicioser Anaemie cine »Reticulocytenkrise« 
(vergl. Seite 400 — 401) und einc Vernielirung des Erythrocyten- 
gebaltes im Blut, und ist nach vcrschiedenen charakteristiscben 
Eigenschaften mit dem seit Minot u. Murphy bekannten Anti- 
perniciosa-Schutzsloff aus Leberextrakten identisch. Der »in- 
trinsic factor« findet sich nach Castle ausschlicsslich in der 
Magenschleimhaut. Meulengracht lokalisicrte als Bildungsort 
des antianacmischen Prinzipes im Schweinemagen die Pylo- 
rusdriisen und die Brunnerschen Driiscn des Duodenums. Die 
wenigen diesen Stoff bildenden Driisen im Fundus und in 
der Cardiagegend sind s>Pylorusdrusen«. Im Lumen des Duo- 
denums, des Diinn- und Dickdarms gefundene kleine Mengen 
von »intrisic factoro: verschwinden nach Auswaschcn (Dexter, 
Heinle, Fox u. Castle). Der »extrinsic factor« findet sich aus- 
ser im Musklefleisch auch reichlich in der Leber, in anderen 
inneren Organen und in der Hefe. Er ist offenbar mit Vi- 
tamin Bj identisch (Strauss u. Castle). Das im Lumen des 
Magens entstehende Reaktionsprodukt der bciden Faktoren 
soli erst im Duodenum resorbiert werden und in die Blut- 
bahn gelangen. 

Im menschlicben Magensaft wird stets »intrinsic factorcc 
gefimden, auch bei Ach 5 ’lien mit oder ohne hj'pochrome Anac- 
mie. Er fehlt dagegen im Magensaft der Kranken mit perni- 
cioser Anaemic, auch wenn diese ausnahmsweise nicht achj’- 
lisch waren. Diese Feststellung Castle’s u. seiner Mitarb. wur- 
de von den verschiedensten Seiten bestatigt. Abweichend be- 
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hlen nur Barnelt ubcr 2 Patienten, Wolf u. Reimann sci«ic 
Schlesmger uber je 1 Pall voi, Anaemia perniciosa, deren Ma- 
gensaft reichliche Mengen von intrinsic factor enthielt. Es i*st 
moglich, dass bei einem dieser Patienten eine Resorplions- 
stdrung im Darm bestand. Seit den Beobachtungen Castle’s 
u. Mitarb. wird als sicher angesehen, dass die Anaemia per- 
niciosa und manche Makrocyten-Anaemien in den Tropcn 
durch einen Mangel an »intrinsic factor« enslehen. Einige 
»syniptomatische« hyperchrome Tropen-Anaemien, z. B. bei 
Sprue und Pellagra, werden dagegen durch den Mangel an 
» extrinsic factor« bezw. Vitamin B 2 verursacht. Die Befunde 
von Castle machten auch die therapeutischen Effekte von Ma- 
genpraparaten bei pernicioser Anaemic verstandlich. Aller- 
dings besteht hier insofern eine Schwierigkeit, als die klini- 
sche Erfahrung zeigt, dass manche dieser Kranken zweifcllos 
besser auf Magenpraparate, andere aber weit hesser oder sogar 
allein auf Leberpraparate reagieren. Dies Verhalten lasst dock 
gewisse Zeifel aufkomnien, ob die Genese der perniciosen 
Anaemic so ausschliesslich und einfach darin besteht, dass 


infolge des Mangels an intrinsic factor des Magens die Bildung 
des antianaemisch wirksamen Reaktionsproduktes mit dem 
extrinsic factor unmoglich ^vi^d, oder ob nicht doch der Anti- 
perniciosa-Schutzstoff, wie er in der Leber gefunden wird, 
eine besondere Bedeutung hat. Wie dem auch -sei, grundsatz- 
lich kann das Castle’sche Ferment als antianaemisches Prin- 
zip bisher nur zu der Entstehung der hyperchrom-makrocy- 
taren Anaemien und zu der Bildung des Antipernidosa- 
Schutzstoffes der Leber in Beziehnng gebracht werden, dage- 
gen nicht zu der normalen Erythropoese. Auch die PaihogC' 
nese zahlreicher anderer hypochromer »gastrischer« bezw. 
»agastrischer« Anaemien blieb weiter unklar. 

Es ist jetzt zu erortern, was sich aus den experimentellen 
Befunden dieser Arbeit zu den eben skizzierten Beobachlun- 
gen und Problemen ergibt. Die nach Unterbrechung des vc- 
nosen Blutstromes zwiseben Magen und Leber entstehenden 
Anaemien kdnnen nicht auf einem Eisenmangel beruhen. Einc 
durch Fe-Mangel hervorgerufene Anaemie konnte sich bei ea 
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reichlichen Bcstandeii des Organisnius an diesem Sloff niemals 
hercits inncrhalb von 2 bis 4 Tagen cnlwickeln. Ausserdem 
stclien dem mil der Nalirung aufgcnomnienen Eisen in dicscn 
Vcrsuclien geniigend Wegc offen, um libcr die Osophagusve- 
ncn Oder ilber das in seiner Zirkulation nicht behinderte Duo- 
denum in den Kreislauf zu gelangen. Schliesslich lost Eisen 
nichl so Starke Reticulocytenkriscn aus, Avie sie in diesen Vcr- 
suchcn beobachtet wiirdeii. Auch ein Defizit an andercn Nah- 
rungsbestandteilen, z. B. an extrinsic factor, koinmt fiir diese 
Anaeniien als Ursache nicht in Frage. Alle Versuchstierc ^vur- 
den vom 2 . bis 3 . postopcrativen Tag an in gleiclier Weise er- 
niilirt, wie vor dem Eingriff. Irgendwelclie Storungen von Sei- 
ten des Darmtraktus, die eine Schiidigung der Resorption 
Avichliger Nahrungsbestandteilc bewirken konntcn, Avnrden 
niemals crkennbar. 

Es scheint zunachst naheiiegend, zu fragen, ob nicht der 
in diesen Versuchen an der Passage zur Leber gehinderte 
»Magenfaktor« mit dem Castle’schen Ferment, dem intrinsic 
factor, idcntisch ist. Hier wird man zuerst cinwcnden, dass 
Castle’s Ferment durch seinen Mangel stets eine h3^perchrom- 
makrocytarc Anaemie hervorruft, w^ahrend die experimentelt 
erzeugten Ariaemien nicht diesen Typus zeigten. Wie aber er- 
Aviihnt, kan nacli Erfahrungen aus der menschlichen Patho- 
logic eine anfangs h37:)ochrom-mikroc3dare Anaemie, die mit 
Ach3die verbunden ist, nach Jahren in den h3i)erchrom-makro- 
cyUiren Typus iibergehen. Audi iiach totaler Magenresektion 
erkrankt ein relativ holier Prozentsatz von Patienten erst nach 
Monaten bis Jahren an echter pernicioscr Anaemie. Schliess- 
Hch wurden bereits die von Bence Magenresezierten Sclnveine 
envahnt, die zuerst einige Monate eine h37)ochrome Anaemie 
batten, die dann spater h3^perchrom-makroc3dar %vurdc. Nach 
all dem scheinen die Beziehungen zwischen der h3’'pochromen 
und der h37)erchromen Form der Anaemie enger, als man 
friiher im allgemeinen annahm. In den Experimenten dieser 
Arbeit beslanden die Anaemien nicht so lange Zeit, wie es 
olwa fiir einen denkbaren Obergang in den h3^perchromen 
l 3 ’pus notwendig gewesen ware. Die eindeutige Beziehung des 
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(Gansslen, Singer u. a.), wiilirend Magenextrakte von Patien- 
ten init pernicioscr Anaemic diesen Effekt vermissen lassen. 
In den Tierexpcrimentcn dieser Arbeit stand dem Blut dei; 
direkte Weg zum Knochenmark iiber die osophagusvcnen und 
die V. cava geradc zu der Zeit offcn, wahrend dcr die Zirku- 
Jatioiisunterbrechung zwischcn Magcn und Leber die Anae- 
mien bcwirkte. Dcr aiis diesen V crsiichen sich ergebende 
genfakior« wirld allein demnach ivedcr knochenmarksreizend 
nocli crijthropoeiisch, Diese letzteren Effekfe cnistehen nur, 
ivenn der y>Magenfaktor« anf dem normalen Blutweg die Le- 
ber crrcicht, cs bedarf zii Hirer Auslosung also noch eincs 
»Leberfaktors«- Ware der »Magenfaktor« mit dem Castle’schen 
Ferment ideniisch, so konnte letzlercs auf dem Weg Tiber die 
V. cava nicht nur das Knochenmark ciTeichcn, sondern es 
ware auch die ftir die Entslchung des antianaemischen Stof- 
fes notwendige Vereinigung mit dem extrinsic factor leicht 
moglich, der in der Muskulatur und andernorts rcichlich vor- 
lianden ist. So ware also kaum zu verstchen, weshalb cs Tiber- 
haupl zu ciner Anaemic komnien sollte, und ebensowenig, 
weshalb ihr Riickgang mit einer Reticulocjdenkrisc einsetzl. 

Die glcichc Dberlegung gilt auch fiir eincii anderen mogli- 
cherweise im Magen vorhandenen knochenmarksreizenden 
Stoff, das »Addisin« von Morris, Schiff, Foulger, Rich, Sher- 
man u. Fclson. Diese Auloren zeigten, dass im Vacuum auf 
wenige cem eingeengter Magensaft, bei Kranken mit pernisio- 
ser Anaemic parenteral injizierl, eine Rcticulocj'tenkrise und 
einen Anstieg der Haemoglobin- und Er3dhroc3Hcnwerte her- 
vorruft. Da normaler neutralisierler Magensaft bezw. der in 
ihin enthaltene intrinsic factor, allein peroral vcrabrcicht, bei 
Patienten mit Anaemia pcrniciosa bckanntlich um\nrksam isi 
— er entwickelt scinen antianaemischen Effekt nur bei gleich- 
zeitiger Zufuhr von extrinsic factor — so meinten die genann- 
ten Autoren, dass sie es bei ihren eingeengten Extrakten mit 
eineni besonderen Stoff zu tun hiitten, der nicht mit dem in- 
trinsic factor identisch ware. Ganz zwingend ist dieser Schluss 
nicht, da dcr parenteral injizierte Magensaft im Organismus 
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des Kranken geniigend extrinsic factor vorfindct, mil dem cr 
den Antiperniciosa-Schutzstoff bilden konnle. Mag es sich abcr 
bei dem »Addisin« urn einen besonderen antianaemischen 
Stoff handeln oder nicht, seine Reizwirkung auf das Knochen- 
mark, das es iiber die osophagusvenen auch bei Zirkulations- 
imterbrechung zwischen Magen und Leber ungehindert er- 
reichen wiirde, lasst ebenfalls seine Identitiit mit dem »Ma- 
genfaktor« der Tierversuche ausschliessen. 

Die Gegeniiberstellung dcr Eigenschaften der bciden bishcr 
hekannten antianaemischen Stoffe des Magens, dcs »inlrinsic 
factor« und des »Addisin«, mit den experimentellen Befunden 
dieser Arbeit fiihrt also zu dem Schluss, dass der r>Maoeii- 
faktor« mit keinem der beiden genannten Korper identisch 
sein kann. Stehen »intrinsic factor« und »Addisin« allein in 
einer sicheren Beziehung zur Anaemia perniciosa, so hat der 
antianaemische »Magenfaktor«, dessen Existenz sich aus den 
am Kaninchen und Hund durchgefiihrten Versuchen ergab, 
ein eindeutiges Verhaltnis zu der normalen Erythropoese. Die 
Versuchsergebnisse lassen allein folgende Deutung zu; Von 
seinem Bildungsort, dem Fundus des Magens, gelangl der 
y>Magenfaktor« auf dem Blutwege iiber die V. coronaria vcn- 
triculi und die Vv. gastro-epiploicae in die V. portae und zur 
Leber. Durch seine Einwirkung auf oder die Vereinigimg mil 
einem »Leberfaktor« entstehen die auf das Knochenmark 
wirksamen Substanzen. Das Reaktionsprodukt der beiden Fak- 
ioren ist fiir die nor male Erythropoese notwendig. Weder dcr 
»Magenfaktor« noch der »Leberfaktor« allein geniigen, um 
die Blutbildung auf ausreichender Hohe zu halten. Dies gcht 
aus den Versuchen hervor, in denen durch die Zirkulalions- 
unterbrechung in der V. coronaria ventriculi, in der V. lienalis 
Oder den gastro-lienalen Venen die Vereinigung der beiden 
Faktoren unmoglich gemacht bezw. quantitativ eingeschrankl 
wurde. Die Reaktion der beiden Faktoren muss quantitativ 
sein, da die totale Unterbrechung des Blulstromes zwischcn 
Magen und Leber cine stiirkere Anaemie bewirkt als cine nur 
partielle Blockade. Sobald der »Magenfaktor« wiedcr in vc 
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Leber iind daniit zu dem »Leberfaktors< gelangen kann, enl- 
stehen von neuem die auf das Knochenmark wirkenden ery- 
Ihropoetischen Stoffe. Diese rufen zunaclist, ebenso wie der 
Antiperniciosa-Schutzstoff der Leber, eine Reticulocytenkrise 
hervor, an die sich dann im Laiife der folgenden Tage und 
Wochen ein Anstieg der Haemoglobin- und Erythrocytenwerte 
im Bliit anschliesst. 

Da der :j>Leberfaktor« ohne den »Magenfaktor<!: die nor- 
male Erythropoesc niclit aufreclitsziierlialten vermag, kann 
cr niclit mit dem Anlipcrniciosa-Scluitzstoff dcr Leber iden- 
tisch sein. Denn letzterer Avirkt bekannilich auch all ein kno- 
chenmarksreizend und aniianaemisch. Das Rcaklionsprodukl 
aiis »Magenfaktor« und »Lebcrfaktor« kann iibrigens nicht 
als allgemein knochenmarksreizcnd bezeichnel werden. Die 
Leukopoese wird niclit beeinflusst, die Anacmien der Tier- 
versuclie gingen mit keiner Leukopenic einhcr. Vielmehr wirkt 
dieses Reaktionsprodukl dcr bcidcn Faktorcn ausschliesslich 
auf die Bildung der Erythrocyten, cs ist also sensu strictiori 
crythropoetisch. 

Man konnte sicli gut vorstcllen, dass cin Ausfall dieses 
»Magenfaktors«, sei es ein Defckt in der Bildung, sei cs eine 
funktionelle Wegstdrung, wodurcli die Entstehung des ery- 
thropoetisch iidrksamen Reaktionsproduktes mit dem »Lebcr- 
faktor« eingeschrankt oder unmoglich gcmacht wird, die pa- 
thogenclischc Ursache mancher »gastrischer« oder »agastri- 
sclicr« Anaemien darstellt. In diesem Zusammcnhang ist ein 
von Singer veroffcntlicliter Fall von hochgradigcr Polj’^globulic 
von Intercsse, der nach cincr Magenrescklion ^vegen cincs 
gleichzeitig bestehenden Ulcus vcntriculi heilte. Aus Beobach- 
iungen von Sven Ingvar gcht auch hervor, dass nicht sclten 
Patienten mit Polyc^dhaemia vera bei dem Auftretcn von Milz- 
vencnthrombosen einen auffallcndcn Riickgang der Erythro- 
cytcnzahlen und eine klinische Besserung erkennen lassen. 
Schlicsslich konnte die therapeutische Wirkung der Magen- 
praparate, die bisher nur mit ihrem Gehalt an intrinsic factor 
erklart werden konnte, noch in anderer Beziehung bcdeutungs- 
voll erscheinen. Diese klinischen und thcrapeiitischcn Aus- 
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blicke, die sich durch die experimenteilen Ergebnisse dieser 
Arbeit eroffnen, haben selbstverstandlich einc Vorausselzung: 
durch weitere Befunde ist die Existenz und funktioncllc Bc- 
deutiing dieses bei Kaninchen und Hunden festgestelUen »Ma- 
gen- und Leberfaktors« und ihres erythropoetischen Rcak- 
lionsproduktes auch fur andere Tierspezies und fiir den Men- 
schen zu beweisen. Es konnte voreilig sein, die tierexperimen- 
tell gewonnenen Ergebnisse ohne weiteres auf die Verhall- 
nisse beim Menschen zu iibertragen. Es ware nicht unmoglich, 
dass bei den verschiedenen Tierspezies die antianaemischcn 
Stoffe des Magens und der Leber unterschiedlich sind. Es ist 
natiirlich auch eine Aufgabe spaterer Untersuchungen, der 
stofflichen Natur dieses Magen- und Leberfaktors sowie Hires 
Reaktionsproduktes iiber die Feststeilung ihrer Wirkungen 
hinaus im einzelnen nachzugehen. 

Aber soviel lasst sich eindeutig konstatieren: Dicse expe- 
rimentellen Untersuchungen gingen von dem Problem aus, 
wodurch die Anaemien bei Thrombosen im Pfortadergebiel, 
insbesondere bei der Milzvenenthrombose, entstehen. Diese 
Frage kann jetzt dahin beantwortet werden, dass der allein 
fiir die Entwicklung der Anaemien entscheidende Faktor durch 
die Unterbrechung des vendsen Bliitstromes zwischen Magen 
und Leber gegeben ist. Nur solche Thrombosen im Pfortadcr- 
gebiet wirken anaemisierend, bei denen die Zirkulation zwi- 
schen Magen und Pfortader partiell oder total blockierl wird. 
Die isolierte Milzvenenthrombose bewirkt ebenfalls auf diese 
Weise eine Anaemic, da ein Teii des venosen Blutes vom iMa- 
gen liber die Vv. gastro-epiploicae und die V. lienalis in die 
V. portae fliesst. Die Anaemic wird urn so hochgradiger, jc 
kompletter diese venose Blockade des Magens ist. Die Extslcnz 
Oder Funktion der Milz ist fiir die Entstehung dieser Anae- 
mien bedeutungslos. 

Die Einwirkung der Zirkulationsunterbrcchung zwischen 
Magen und Leber auf den haematopoetischen Apparat der 
Versuchstiere entsteht nicht durch die unmittelbar resultic- 
rende Stauung, oder etwa durch Blutungen in den Magen odor 
Darmkanal. Vielmehr lassen sich die Versuchsergebnisse nu 
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so dcuten, dass ein fiir die normalc Enjihropocsc noiwendiger 
Stoff diircb die Eingriffc an dcr Passage vom Magen in die 
Leber gehindert wird, Dicser »Magcnfaklor« allcin isl ohne 
Wirkiing auf das Knoclicninark, da cr auch bei konipleller 
Sperrung des BliUstromcs zur Pforladcr iiber die Osophagus- 
venen and die V. cava ungchindcrl das Knochcnniark errei- 
chen kann. Seine er^dhropoelisclieii Effekle cnlstehcn nur 
dann, wciin cr in die Leber gclangt, sic sind also an die Re- 
aklion mil cincm »Leberfaklor« gcknilpft. Dicser Leberfakior 
fiir sicli allcin ist ebenso unwirksain, da auch cr im anaeini- 
sclien Stadium ungchindcrl das Knoebenmark crrcichcn kann. 
Erst das Rcaldionsprodukt dcr heiden Faldorcn ivirld erg- 
ihropoetiscli. Ein Mangel an diescin Rcaklionsprodukl ist die 
Ursachc dicser cxpcrimcnlcllcn Anacmicn. Wird durch die 
Rcvascularisicrung dcr Ihrombosierlen Venen die Vcrcinigung 
dcs »Magcnsfaklors<c und des »Lcberfak[ors« und daniit die 
Entslcliung dcs Rcaklionsproduklcs bcidcr wieder inoglicli, so 
gehen die Anacmicn bis zur Norm zuriick, Dicser Heilungs- 
prozess beginnl mil dcr Aussclnvcmmung jugcndlichcr reli- 
oulicrlcr Eiylhrocyten in die Blulbahn, mil cincr Rcliculo- 
cytenkrise. Dcr j!>Magcnfaklor<K dicser Vcrsuchc am Kaninchen 
und Hund kann nichl mil cincm dor bishcr bckannlcn anli- 
anacmischen Stoffc dcs Magens, dem intrinsic factor und dem 
Addisin, idcnlifizicrl werden, da sich seine Wirkungswcisc 
von Ictzlcrcn cindculig unicrschcidcl. Ebensowenig isl dcr 
:>Lcberfaklor« mil dem Anliperniciosa-Schulzsloff dcr Leber 
idcntisch. 

Mil dcr Erkcnnlnis, dass cs allcin die Ablcnkung eincs fiir 
die normalc Erylhropocse nohvendigen Sloffcs, dcs »Magcn- 
faklors«: dicser Vcrsuchc, von scincm Blutwcg in die V. portae 
und die Leber ist, die die Ursachc fiir die Anacmicn bei Throm- 
bosen im Pforladcrgchicl darstelll, fuhrlcn diese Unlcrsu- 
clumgcn iiber den Rahmen dcr ursprunglichcn Zielsclzung 
hinaus zu dem weii allgcmcincrcn Problem dcr stofflichcn 
Bedingungen, unler denen bei physiologischcn und patholo- 
gischen Verhiiltnissen die Erylhropocse crfolgl. 


28 * 
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Zusammenfassung: 

1) Die Entstehungsbedingungen der Anaemien bei Throm- 
bosen im Pfortadergebiet, insbesondere bei der Milzvenen- 
thrombose, warden an Kaninchen and Hunden experimcntcll 
untersucht. 

2) Die experimentelle Thrombosierung durch Unlerbin- 
dung der V. mesenterica superior ruft niemals einc Anaemic 
hervor. Die isoUerte Unterbrechung der V, lienalis maclil nur 
etwa die Halfte der Versuchstiere vorubergehend anaemiscb. 
Regelmassig wird eine mehrere Wochen anhaltendc Anaemic 
ausgelost, wenn die V. coronaria ventriculi, die Vv.gaslro- 
epiploicae Oder die V. coronaria ventriculi gleichzeitig init den 
Vv. gastro-epipioicae unterbunden bezw. durchschnitten wer- 
den, 

3) Diese Unterbindungen wurden teils in einer Operation, 
teils in wiederholten Eingriffen am gleichen Versuchslier aus- 
gefiihrt. Nach gleichzeitiger Unterbindung der V. lienalis und 
der gastro-lienalen Venen wird die Milz der Kaninchen atro- 
phisch. 

4) Langdauernde Anaemien entstehen aucb nach Unter- 
bindung der V. coronaria ventriculi gleichzeitig mit Exstirpa- 
tion der Milz, bezw. bei Unterbindung dieses Gefiisses gleich- 
zeitig mit dem funktionellen Ausfall der atrophischen Milz. 

5) Die Abnahme der Haemoglobin- und Erythrocytenweric 
im Blut beginnt in alien Versuchen 2 bis 4 Tage nach den Ope- 
rationen, und erreicht in der Regel in der 2, bis 3. poslopera- 
tiven Woche ihr Maximum. Zu dieser Zeit kommt es zu einer 
krisenartigen Vermehrung der Reticulocyten im stromeiKlcn 
Blut, bisweilen bis auf 100 bis 200 pro Mille. An diese Rcii- 
culocjdenkrise schliesst sich regelmassig ein Wiederanstieg 
der Haemoglobin- und Erythrocytenwerte an, die 3 bis 6 Wo- 
chen. nach den operativen Eingriffen wieder ihr Ausgangs- 
niveau erreichen. 

6) Die Versuche zeigen, dass allein die partielle oder lo- 
tale Unterbrechung des venosen Blutstromes zwischen Mngen 
und Pfortader bezw. Leber fiir die Entstehung der Anaemien 
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entscheidend ist. Die isoliertc Thrombosicrung der V. lienalis 
wirkt cbenfalls dadurcli anaemisicrend, dass der Anteil des 
venosen Magcnbhites am Abstrom in die V, portae gehindert 
wird, der seinen Weg iiber die gasiro-lienalcn Venen nimmt. 
Die Anaeniien sind uni so hochgradiger, jc kompletter die 
Stromunterbrechimg zwischen Magcn und Leber ist. Die Exi- 
stenz Oder der Ausfall der Milzfunktionen bceinflusst weder 
die Entstclumg noch den Grad dcr Anaeniien in diesen Ver- 
suclien. Die Reticulocjdenkrise und der Riickgang der Anae- 
niien fallt zeitlich mit dcr Wiedereroffnung von Gcfassbalinen 
zwischen Magen und Leber zusammen, sei es diircli Ausbilduiig 
von Kollatcralen, sei cs durcli Revascularisicrung vorlier 
tlirombosiertcr Venen. 

7) Diesc Versuchsergebnisse konnen nur so gedeutet wer- 
den, dass durcli die partiellc oder lotale venose Blockade ein 
deni Magcn cnlslanimcndcr anlianacmisclier Faklor niclit in 
ausreicbenden Mcngcn bezw. uberhaupt niclit in die Leber 
gelangt. 

8) Dieser »Magenfaktor«, dcr sich bci Kaninclicn und Hun- 
den fiir die AufrcchterhaUung dcr normalcn Erytliropocse als 
notwendig erweist, iibl fiir sich allein kcinc Wirkung auf das 
Knochenmark aus. Sciii erythropoctisclicr Effckl cntstcht nur, 
wenn cr die Leber erreicht, also durcli die Einwirkung auf 
bezw. die Vereinigung mit cinem ^>Lebcrfaktor«. Letzterer al- 
lein fiir sich is! cbenfalls ohne Wirkung auf das Knochen- 
mark. Erst das Rcaktionsprodukt der bciden Faktoren wirkt 
crylhropoctisch. Es lost bci seiner crneiitcn Entslchung nach 
den Stroniunterbrechungcn cine Rcticulocytenkrise aus, deren 
Grad dem Ausmaass der Anaemic proportional ist. 

9) Nach Eigenschaften und Wirkungen ist dcr »Magcnfak- 
tor<x dieser Vcrsuchc mit kcincni dcr bishcr bckaniiten anli- 
anaemischen Stoffe dcs Magens (dem Caslle’schcn intrinsic 
factor und dem Addisin) identisch, ebensowenig dcr »Lcbcr- 
faktor<c mit dem Anliperniciosa-Schutzstoff dcr Leber. Die 
moglichen Beziehungen dcs sich aus diesen Tiervcrsuchen 
ergebenden »Magcnfaktors« und Leber faktors«, sowic ihres 
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fiir die normalc Erytliropoese notwendigcn Reaklionsproduk 
tes zu einigen Problemen der klinischen Pathologic ^vcrdcn 
diskutiert. 
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The fourth meeting of the danish pathological society, 
april 10, 19M. 

Quatrieme seance des pathologistes danois le 10 avril 1M2. 
Vierte ddnische Pathologentagung am 10. April 19^2. 

Erik Andreasen: Sexual Function and Ilesislancc. 

In connection with a fairly comprehensive study of the thymo- 
lymphatic system in normal albino rats some skin lesions were 
observed, which under the existing conditions attack only animals 
living in sexual abstinence. The affection was cured when the ani- 
mals were given the chance of a normal sexual life. 

These facts were interpreted as follows: The skin lesions are 
taken to be infected scratches. In unpaired animals the scratches 
may become the site of infectious processes because sexual abstinence 
lowers the resistance of the organism. A curative effect asserts 
itself during cohabitation with the other sex because the performance 
of the normal sexual functions gradually increases the natural 
resistance of the animal. 

This interpretation is supported by a number of papers published 
by Agduhr. Agduhr's investigations have shown that the absence 
of a normal sexual life in the small rodents is of considerable bio- 
logical consequence, producing parenchymatous changes in the 
endocrine organs and being associated with a lowered resistance to 
many no.xious factors. 

(Further particulars are given in Acta physiol, scand. 1912). 

No discussion. 

Ed. Sorensen: The Dehydroycnizalion Power of Sperm. CdU, 
a Measure of the Fertility of Sperm. 

The criteria employed hitherto for estimation of the fertility of 
sperm arc the concentration of the sperm and the motilitj of the 
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sperm colls. Further, the amount of immature and deformed sperm 
cells in the semen has been taken as indicative of the fertility. 

In recent years, however, the metabolism of the sperm cells is 
being employed as a measure for the fertility, Walton, of Cambridge, 
thus found a close concordance between the fertility of the sperm 
and the magnitude of the anaerobic metabolism of the sperm. 

From a number of investigations reported in the last decade, 
it seems evident that the sperm cells chiefly derive the energy re- 
quired for their motility by the anaerobic metabolism, and hence 
it will be proper, too, to make use of the intensity of the anaerobic 
metabolism as a measure for the fertility of the sperm. 

As is well known, the anaerobic metabolism consists in a series 
of dismutations, that is, a reaction product is oxidized by the 
liberation of hydrogen, while another reaction product at the same 
time is produced by combining with the liberated hydrogen. In the 
cleavage of glucose thus a number of redox systems arc formed,, 
in which some reaction products give off hydrogen (hydrogen 
donors), while others at the same time take up the liberated hydro- 
gen (hydrogen acceptors). The liberation of hydrogen is catalyzed 
by intracellular enzymes, dehydrogenases. 

For determination of the intensity of the anaerobic metabolism 
the so-called acceptor method is employed, /. c., addition of a suitable 
acceptor substance which is reduced by the liberated hydrogen 
mobilized by the hydrogenases. Most often a dye is used for ac- 
ceptor substance — a dye that is of a strong color when it is ox- 
idized, but of a very faint color or quite colorless when it is 
reduced. Methylene blue is used most commonly for this purpose, 
as in relation to many biological processes it has a high redox 
potential as thus is a .suitable acceptor substance. 

The addition of a methylene blue solution to sperm results in 
^arious redox systems; the various reaction products of glucose and, 
on the other hand, methylene blue-leucomctliylcne blue. These 
systems will non'' react so that the cleavage products of glucose arc 
oxidized through liberation of hydrogen, these products acting as 
hydrogen donors, while the methylene blue combines with the 
liberated hydrogen and is reduced to Icucomcthylene hluc. Thus 
methylene blue acts as hydrogen acceptor. 

The decoloration time for methylene blue then affords an ex- 
cellent indicator for the liberation of hydrogen, also called the 
dehydrogenizing activity. A brief decoloration time corresponds to 
a great dehydrogenizing activity; conversely, a long decoloration 
time corresponds to a slight dehydrogenizing activity. 

As the studies carried out by the author have shown that the 
dehydrogenases are connected only with living sperm cells, it means 
that when the decoloration time is brief the sperm under analysis 
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Decoloration time in minutes. 

Fig, 1, 

Graphical presen tatiozi of the decoloration time of various 
specimens of hull speiTn. 

contains many living sperm cells, and hence is fertile; when the 
decoloj-ation proceeds slowly, the sperm contains only a few living 
sperm cells or many dead ones, and in either instance it is infertile. 

The technique for the determination of the dehydrogenizing 
activity has been worked out by T. Thunborg. The author has fol- 
lowed this technique in principle but modified it so tfiat any 
practising veterinary surgeon easily can carry out the te.st. As 
to the technique, the reader is referred to the original paper, wlicrc 
it is described in detail. 

As the decoloration time is inversely proportional to the amount 
of sperm or, more correctly, its content of living sperm cells, the 
elaboration of a curve for this relation has made it necessary to 
determine the amount of living sperm cells in the sperm. For (his, 
the author has adopted the following procedure: The sperm is dilutc^l 
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1:100, and, after thorough mixing, liie number of non-motilc sperm 
colls is (Ictcrminccl in the counting clmml)cr. Then the counting 
clmmhor is incubated at. GO^ and after the sporin cells Imvc been 
killed, their total number is determined, 'riic difference between the 
total count and the number of non-motile sperm colls gives the 
number of living .sperm cells. 

From the graph, it is evident that the decoloration time closely 
depends on the amount of living .sperm cells in the .semen. A curve 
drawn through the ])Oints i)lotted in the graph will form an almost 
straight line. The minor deviations are explained hy the fad tluit 
llie counts of sperm cells are encumherod with an error of i 10%. 

Tlic original paper is published in Skand. Vet. Tidsskr. .T2: p. 
X)8— 373, 1912. 

No discussion. 

A age Nyfcldt: The listervUa-fjroup. No rei)orl received. 

Discussion: 

Martin C h r i s t e n s e n, P, K r a g. V. F r i c d o n r e i c h 
and A age N y f c I d t. 

Alice Ilcyn: Jlypcrnninuniznlion of Gouo-nvnrtiou-Posidvr 
liabbits/) 

Suwmary. The experiments reported here were carried out on 
the basis of studios published by 0. Dang and P. Krag on the 
gono-reaction in medical patients. Among other things, these autliors 
found a pronounced correlation between chronic bronchitis and 
positive gono-reaction. One of the explanations of this fad was 
that it involved an DunamnesUe seroveudion<^ us chronic hronchitis 
maintained or adivatcfl the i)ositive gono-reaction — possibly on 
account of antigenic jiroperties common to Micrococcus catarrhalis 
and Gonococcus. 

Decently P. Krag tested 10 M.cat. strains in complement fixation 
tests analogous to the gono-reaction; the strains differed widely 
in their reaction. One strain, 3>M. cat. iOfat, showed a particularly 
high readio!! percentage with .sera received hy tlio .Sorodiagnostic 
Department for examination of (ho Wassennann reaction and gono- 
reaction. M. cat, 407) was (eslod against human sera, some of which 
gave a positive gono-reaction wliile others wore negative in (his 
respect. TIio reaction percentage was .somewhat higher in the group 
of sera that gave a positive gono-reaction, l)Ut tlio difference was 


*) To l)c publislied in oxtenso in a .suhsof|uent issue of .Acta path, 
ct microbiol. Scandinav. 
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not Jgnmcant. There was no definite con-elation between the titer 
heights for the gono-reaction and the catarrhalis reaction fcit-, 
reaction). 

At this point of time I had 9 rabbits that had been immunized 
with gonococci and I decided to carry out some experiments with 
immunization of tliese rabbits when they had gone long enough 
to give a negative gono-reaction. I wanted to see whether immuniza- 
tion with M. cat. might possibly be able to produce a positive gono- 
reaction. But, as the gono-reaction of these rabbits did not turn 
negative in the next six months, the experiments were not carried 
out on rabbits with negative gono-reaction, but on rabbits witli 
a constant positive gono-reaction. The following bacteria were used 
for the immunization; 1 gonococcus strain, 1 M. cat. strain (105), 
1 hemolytic streptococcus, Group A — namely, Str. rAronson Schnit- 
zer« and 1 paratyphoid B strain. Besides the 9 rabbits which 
previously were immunized with gonococci, 9 control rabbits were 
immunized. Further, absorption tests were made. 

With these experiments I think it have been able to demonstrate 
an antigenic relationship between M. cat. 465 and gonococcus on 
the basis of the following results; 

1) When rabbits that previously have been immunized with gono- 
cocci are subsequently immunized with M. cat. 465, there is an 
increase in the titer of the serum, not only in the cat-reaction but 
also in the gono-reaction (see Table 2). 

2) Conversely, there is a rise in the serum titer in the cat- 
reaction in 2 rabbits hyperimmunized with the gonococci (sec Table 
1 ). 

3) The gono-reaction keeps constant under immunization of 
»gonococcal« rabbits with hemolytic streptococci and with para- 
typhoid B, although a very marked rise is obtained in the titer 
for the antigens concerned (see Tables 3 and 4). 

4) None of the 10 rabbits immunized with hemolytic streptococci 

or paratyphoid B gave a positive cat-reaction. _ 

5) On absorption of human sera with M. cat. antigen, it is 
possible partially to remove the antibodies for a positive gono- 

reaction. . , , „ 

6) 5 of 8 rabbit sera from animals that were immunized 

gonococci alone gave a positive cat.-rcaction. 

No discussion. 

F. Kauffmann, Kopenhagen: Ober nenc ihcrmolabilc Korper- 

Antigcnc der Coli-Baklerien. UnViericn, 

Es warden neue, thermolabile 
L-Antigene genannt, bescliriebcn, die sich vom Vi-An g 
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Hesistenz unci Serologic uiilcrsclicidcn. Coli-KiiKuren mit voll cnt- 
wickcltcm L-An(igen sind 0-mu(folut\nahc}y wcrdcn abor durcli cin 
Scrum, das L-A(fohitiume cntliiilt, aggluUnicrt. OL-Ivvnunscrcn 
koniion (lurch Inimunisicrung von Kaninchcn mit Icbcndcn Bak- 
tericn odcr mit Forinalin-Bouillonkulturen liorgostelK wcrdcn. Durch 
Erhitzung auf GO— 100^^ C. wcrdcn die agglulinal)lcn, (ujululimii- 
hindenden und agglulinogenon Eigcnschaftcn der I.-Anligcnc I)c- 
soiligt; glcichzeilig verschwindet hicrl)ci die 0-InagglutinabiIilat der 
Coli-Baklericn. Untcr don J)islior bckannlcn Antigencn ist die La- 
bilitat der L-Antigenc am grossten. 

Zur WidahJlcaUtion mit Coli-Bakicricn sind fur den Nachweis 
von 0-Agghitininen gckoclitc Bouillonkulturen, fiir den Nachweis 
von L-Agglutininci] lel)endo Baklerien an/uwenden. Zur acrolnui- 
schen TiipcnbcsihmnuDrf von Coli-KuUuren sind in erster Linic die 
0* und L-Antigenc zu berucksichtigen. Dio H-Anligenc spiclen cine 
untergeordnefe Hollo, da sic oft schleclU ontwickelt sind odor fehlen. 
Coli-Kulturcn, aus KrmiJihcitsfdllrn (Urin, ICilcr u. s. w.) isoliert. 
sind haufiger 0-inaggIutinabol als solclic aus Faeces. Die Zahl dor 
sorologisclicn CoIi'Typcn aus Krankiioilsfallon schoini kloiner zu 
sein als die Zahl der Coli-Typon aus Faeces. 

Wir habon os also wahrschoinlich mit oinor hcstimintcn Gruppe 
pathogener Coli-Tifprn zu tun, die durch cine slarko Kntwieklung 
der I.-Antigenc gckcnnzoichnct sind. Coli-Kulturon, die dasselbe L- 
Antigen J)csitzcn, konnon vcrschiodonc 0*Antigeno enthalten, sodass 
man untcr Borucksichligung diesor beiden KdrptM'antigene oin 
dtagnostisches Avtigoischnnn, zu dem der Grundstein gelegt wird, 
aufstcllen kann. Es kommt oin I^-Fonuruircrhsrl vor, d. In es troten 
sclton in 0-inngglutinabIcn Kulturon mit L-Anligenen Kolonion ohne 
dieses Antigen auf, die 0-agg!utinabel sind und makroskoj)iscli an 
ihrer grbsseren Durchsichtigkoit orkannt wcrdcn konnon. 

Dio 0-inagglutinablcn I'ormen oiner Kultur sind fiir die Mans 
von grosscrer Toxididt als die 0-agglutinablon Formen ohno L- 
Antigen. Die pathogeno Wirkung von Cf)li-Baktoricn auf die Mans, 
dio Yorwiegend cine tnxisdic ist» boruht auf der ]:ojn!)iuicrtrn H'lr- 
Uung der 0- und L-Anligcne. Ob daneben nocb andoro Toxino vor- 
konnnen, erschoint fraglich. Boi der nh'tivcn tind pa.v.v/rc/^ hninuiii- 
skrung der Mans sind dio L-Antigono von Bodoutung, da dem L- 
Antikorper einc bcsovdrrc, sdiiUzrndc Wirkung z\ikommt. 

L-Antigenc, die eino O-Inagglutinabililat bcdiiigcn, koinincn auch 
in dor Gruppe coliiibiUidirr Jiakterirn vor, d. h. boi Stammen, die 
Lactose spat odor gar nicht spalten. 

Die )>quaUi(iliva nvzrptoirnan(ilifsc<t darf sich nicht nur auf die 
Unterscheidung zwischen 0- und Il-A)itigonen boschriinkon, sondern 
muss auch die vcrschiodenon tkcrmolabilvn Korpcrantigvnv, dio 
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sowolil diagnostisclie als auch imraunologische Bcdeutung habcn or 
fassen. ’ 

Diskussion; 

M. Kris ten sen fragt nach der Bedeutung diesor Befundc 
fiir die NaKrungsmittelvergiftung durch Coli-Bakterien. 

F. Kauffmann antwortet, dass er Msher nocli keine Gclcgen- 
heit liatte, solcbe Kulturen zu untersuchen, und bitfct am Obcr- 
Jassung von geeignetem Material. 

V. Friedenreick fragt nach der Coliflora der gcsundcn 
Menschen. 

F. Kauffmann antwortet, dass er soeben zusammcn mit 
Beale Perch eine Untersuchung dieser Frage, fiber die in einigen 
Tagen berichtet warden soil, abgeschlossen hat. Das Ergebnis liisst 
sich folgendermassen zusammenfassen; 

1. Im Laufe eines halben Jahres warden die Faeces von 2 gc- 
sunden Versuchsperson'en je 14mal auf das Vorkommen vorscliiede- 
ncr Coli-Typen hin untersucht. Hierbei wurden aus der erstcn Ver- 
suchsperson 43 Coli-Stamme isoliert, die zu 10 verschiedenen Seroty- 
pen gehorten, wahrend 41 Coli-Stamme aus der zweitcn Vcrsuclis- 
person zu 22 verschiedenen Serotypen gehorten. Da diese Ti'pen 
auch unter einander verschieden waren, wurden im ganzen untcr 
84 Stammen aus 2 Personen 32 verschiedene Typen festgestellt. 

2. Wir haben es beim gesunden Menschen mit eincr mannig- 
faltigen, stark wechselnden Coliflora zu tun und konnen oft in 
ciner Faecesprobe gleichzeitig mehrere verschiedene Coli-Tyi)en 
nachweisen. 



ABSTRACTS — ANALYSES — REFERATE 

Gerd Habelmann: BUitverhist Bhiievsatz, Die Biologic des Blutver- 
liistes und Blutersatzes niit Friscliblut, konserviertem Blut 
und Serum unter besondercr Berucksiclitigung der Knoclien- 
marksreaktioncn. 255 S. 75 Abb. RM 13,95. Georg Thieme 
(Verlag) Leipzig 1942. 

Verf. macht den intercssanten Versuch, die Wirkung der Trans- 
fusion als ein aktivcs Eingi'cifen in die Funktion des Knochen- 
markes zu erklaren. Als Grundlagc bierfur dient ein Vergleich von 
Blut und Knocbenmarkspunktat, entnommen vor und nach Trans- 
fusion bei Patientcn mit Blutungs- und Tumorananiicn. Es wurden 
die ubliclien hamatologischen Routinemcthoden angewandt. 

Die Wirkung der Anamie auf das Knocbenmark kann cntweder 
in der Erzeugung einer Knochenmarksinsuffizienz — einer Art 
aplastisclier Anamie — odor einer Knoclienmarkssperre (Aus- 
sclnvcmmungsspcrre) besteben, wobei die letztere vermutlich auf 
intermcdiare Stoffwechselproduktc wahrend der Anoxyhamic zu- 
ruckzufiibren ist. Die Diagnose dieser Zustande ergibt sich, wenn 
man Blutbild und Knocbenmarkspunktat zusammenbalt. Extreme 
Linksverscbiebung im Blut und Knocbenmark zugleicli mit Zellen- 
armut im Knocbenmark deuten auf Insuffizienz bin. Ein aregene- 
ratives Blutbild, das von einem Knocbenmarksbild mit deutlicber, 
je nacb der Dauer des Zustandes recbts-, linksverscbobener oder 
normalcr Produktion begleitet ist, deutet auf einc Sperrc bin. 

Die Wirkung der Transfusion auf die Knocbenmarksinsuffizienz 
wird nun in der Weise erkliirt, dass die »ubersclnvellige« Anfoi’de- 
rung an die Produktion vermindert wird, sodass die Erytbropoiesc 
in Rube vor sicb geben kann. Die Ldsung der Sperre, welcbe mo- 
mentan gescbiebt und sicb in einer Umstimmung des Knocben- 
markbildes mit Normoblastensturz im Mark und Normoblasten- 
krise im Blut zeigt, wird durcb den verbessertcn Sauerstofftransport 
erklart. 
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Konserviertes Blut liat eine besonders giinstigc Wirkung au{ cine 
Knoebenmarkssperre, ist jedoch weniger effektiv boi Insuffizicny.. 

Die Bestrebungen des Verf.’s, dem viel umstrittenen Rcizcflckl 
der Bluttransfusion eine pathopbysiologiscbe Erkliivung zu geben, 
Sind sehr anregend; aber da die Beweise auf der quantitativ scln- , 
unsicheren Punktionsmethodc beruhen, ^^dirdc cine mcbr ausfubr- 
licbe Beweisfuhrung als die 24 ausserst kurzgefassten Krankcn- 
ceschiebten von grossem Wert gewesen sein, speziell da die An- 
■ schauungen des Verf.’s fiber die Physiologic des Knoclienmarks, die 
Lebensd^er der Blutkorpercben in der Blntbabn und die Bedcutung 
der Anoxybamie bei moderaten Anamien ein stark subjcktivcs Ge- 

""Se TS ™ist TWmo-s vortvollliclio Ausslattuns 

inf wird aber von einer Anzabl Druckfeblern entstcllt. 
auf, wircl aner ^ Marcu!:.-!cn. 
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OSTEOSCLEROTIC ANEMIA IN A BOY 
OF 17 MONTHS 

By Bent Andersen and Tage Lund, 

(Received for publication May 25111 1912.) 

Introduction. 

The osleosclerolic diseases of Ihc blood arc characterized 
by changes in the blood and generalized osteosclerosis. The 
etiology and pathology are obscure, no effective treatment 
is lvno\Yn, and the prognosis is very poor. 

The changes in the blood arc of very diverse nature. 
Several authors have attempted a classification after the 
hematological findings, but this meets with great difficulties 
because the blood pictures arc often quity atypical. Leukemic 
and »pseudolcukemic<c conditions have been described as avcII 
as hemorrhagic aleukemia, anemia, Ihromliopcnia and poly- 
cytemia. 

Pathologic-anatomically the spongiosa is found to be 
greatly thickened, and there is a more or less advanced 
obliteration of the medullary ca\’ity, even in the middle of 
the shaft of the long bones. Histological examination shows 
that the bone-marrow in the remaining medunary ca\1tics 
often is fibrous in some areas and normal or hyperplastic 
in others. Further, extramedullary hematopoiesis is seen in 
many cases. 

Of the few available X-ray examinations of the skeleton 

Acta path. Vol. XX. 3 
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the one reported by Kristian Overgaard (10), we think is to 
be pointed out as the most complete. Tim ^Yas the case o^f 
a woman, aged 41, suffering from osteosclerotic anemia All 
the bones were found to be of normal form externally, %rilh- 
out any demonstrable thickening of the corticalis. The chan- 
ges involved almost exclusively the spongiosa. the trabeculae 
of which were very coarse, giving an intense shadow. The 
osseous structure was recognizable every^vhere, and the os- 
seous tissue presented nowhere the homogeneous appearance 
typical of Albers-Schonberg’s disease. 

Whether these osteosclerotic diseases of the blood differ 
fundamentally from Albers-Schdnberg’s disease cannot he de- 
cided for certainty, but in various respects they are strongly 
divergent. 

Albers-Schonberg’s disease is characterized especially by 
a tendency to fracture and by the typical X-ray picture. Also 
its etiology and pathogenesis are obscure. It has a tendency 
to familial occurrence and it is seen not infrequently in con- 
sanguineous relatives. It is diagnosed most often in child- 
hood. Besides the above-mentioned symptoms there may be 
pectus carinatum, caput quadratum and irregular dentition. 
Roentgenography shows marked increase in the density of 
the bones together with disappearance of the normal struc- 
ture. The medullary cavity is usually narrowed, if visible at 
all. In advanced cases the long bones show a clubsbapcd 
thickening, in particular of the proximal end of the humerus 
and distal end of the femur. Further, there is usually a de- 
monstrable thickening of the posterior clinoid processes and 
a diminution of the sella turcica. Blindness may result from 
narrowing of the optic foramina and optic atrophy. Aulop.sy 
shoxvs marked osteosclerosis with obliteration of the medul- 
lary cavity (usually resulting in hypochromic anemia). In 
some cases there has been moderate enlargement of the lymph 
glands, liver and spleen, besides evidence of hcmatopoie.sis 
in these organs. The number of white blood cells and platelets 
in the peripheral blood is usually normal. 

The morbid conditions mentioned here deviate consi cr 
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ably on several points. The osteosclerotic diseases of the 
blood make their clinical appearance as hematological affec- 
tions and most often the skeletal changes arc not revealed 
before autopsy, whereas Albers-Schonberg’s disease as a rule 
discloses its presence hj-^ the occurrence of fractures. The 
osteosclerotic diseases of the blood are not of familial occur- 
rence and hitherto tliey have been diagnosed almost entirely in 
adults , and are not accompanied by blindness. Finally the 
two lesions differ markedly in their roentgenographic features. 

Tlie osteosclerotic diseases of tlie blood have been the 
subject of several excellent papers (1, 3, 8, 11, 13) to which 
the reader is referred. 

In the following an account will be given of the case of 
a boy, 17 months old, whose case hislorj' gave us consider- 
able difficulties; and in this connection, mention will fur- 
ther be made of two cases of similar nature in children that 
have been reported prewously. 


Case History. 

The patient was a boy, 17 months old, who was trans- 
ferred to the Dcp. of Pediatrics from the Vihorg County 
Hospital. From his case record in that hospital and from 
the information given this department by his parents, the 
following data may be cited: 

The father is 35 years old, the mother 37, and both arc 
well. The familj' history is of no interest in this connection. 
The patient is No. 7 of 8 children. He weighed 4000 g. at 
birth, and he was breast-fed for 1 month. His present diet 
is as follows: At 8 o’clock, oatmeal porridge with butter and 
milk. At 10, gruel. At 12, potatoes and gra^'y. At 15, gruel. 
At 19, porridge and 1 egg. In the winter of 1940 — 41 he was 
given altogether about 400 g. of cod liver oil. 

The patient is said to have been well until the onset of 
the present illness, which commenced 10 — 12 days before his 
admission to the Vihorg Hospital. He was then cross and 
indisposed, with loss of appetite, and sleeping a great deal. 
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A couple of days later, small red spots appeared here and 
there on the skin, and blue spots on the legs. On admission 
to the Viborg Hospital, petechiae of varying size were seen 
on the trunk and extremities, also subconjunctivally and on 
the mucous membrane of the palate. Numerous small cc- 
chymoses, especially on the lower extremities, and bleeding 
from the gums. There was universal enlargement of lymph 
glands, but no enlargement of the liver or spleen; no jaundice. 
There was rickety rosary, and enlargement of epiphyses. 
Roentgenography of the hands and knees showed rather severe 
rickets. 

Examination of the blood: See Table 1. 


Table L 

Blood Picture of the Patient. Early in the Disease. 


Date 

14/6 

21/6 

22/6 

30/7 

Hemoglobin 

57 

35 

32 

53 

Red blood cells 


2.4 

2.89 

2.41 

White blood cells 

8320 

9800 

13640 

12600 

Polynuclears 

67 

25 

14 

32 

Eosinophils 

0 

0 

0 

0 

Lymphocytes 

29 

73 

78 

Gi 

Monocytes 

4 

2 

8 

i 


Remarks. 21/6: From the appearance of the nuclei and their size, 
some of the lymphocytic cells look immature. Only a couple of 
thrombocytes are seen in the smear. Only faint signs of regeneration. 

30/7: No platelets in the smear. Many of the lymphocytes arc 
larger than ordinary lymphocytes, but not resembling lymphohlasls. 


During his stay in the Viborg Hospital the petechiae varied 
a great deal in number. After a slight incision in the lobe 
of the right ear there was a hemorrhage that was difficult 
to stop. In addition, occasional bleeding from the mouth and 
lips, and sugillations at the sites of the intramuscular in- 
jections given. The temperature was elevated almost through- 
out his stay in the hospital, a few times even markedly in 
creased. 
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Sternal puncture (smear): Marked increase in reticulum colls 
and plasma cells at the expense of the cells in the myeloid and 
erythropoietic system. In a couple of areas reticulum and plasma 
cells form clusters of 3 — 5 cells and present no morphological ab- 
normality. Several cells are seen that cannot he imbricated with 
certainty. They have oval nuclei of loose structure, with 3— C nu- 
cleoli and non-granular, slightly hasophil protoplasm, sometimes 
with delicate offshoots. These cells are probably hemoihslcoblasts. 
There are a few, but unquestionable, myeloblasts, and only very 
few typical, granular myelocytes, whereas staff nuclear and seg- 
mented leucocytes are present in normal number. The erythropoietic 
system is represented but most scantil3^ Only a few basophil and 
polychromic erythrohlasts are seen, together with some normoblasts. 
Megakaryocytes appear to he present in normal number. Lympho- 
cytes normal. 

Roentgenograpluj of the Skeleton and Lungs. The most pro- 



KoentgeMgi-™ ot the iohgi.uMy 
(at the right) and of a longitudinally divided norma 
a patient at the same age. 
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nounced changes arc seen in the long bones, especially the femurs. 
Ilcncc these are described as the prototype. 

Fcvnir: The entire diaphysis is greatly thickened from heavy 
periosteal deposits. Apart from an outward convex curvature of 
the bone and the plumpness of the diaphysis, no clianges in form 
arc found. TJic periosteal deposits are most pronounced on the 
medial surface of the bone, where tliey reach a maximal thickness 
of 5 mm. Tlicy consist in up to 4 lamellar layers, dense and close- 
packed. Tlie original corticalis is defined somewhat unsharply 
against the medullary cavity. The periosteal deposits subside 
gradually towards the metaphyscs and cease completely, with a 
i*ather sharp limitation, at the transition between diaphysis and 
motaphysis, giving the dia])hysis a somewhat sclerotic appearance 
as compared to the motaphysis. In the diaphysis the structure of 
the spongy bone is coarser in pattern than normally, the individual 
trabeculae being thicker, the meshwork more open and irregular, 
hut not effaced. A similar picture is presented by the epiphyseal 
nuclei. In the motaphysis, on the other hand, the structure is ex- 
traordinarily delicate, forming a fine- meshed network which barely 
can be made out. The cpipliyscal line stands out sharply; it is 
regular. TJie changes in the femora are symmetrical. Essentially 
the same conditions arc scon in the tibia, humerus and ulna, 
whereas the changes arc less pronounced in the fibula and i*adius. 

Shull: No abnormality. Vertebral coUiinu, thoracic and lumbar: 
In the bodies of the lower thoracic vertebrae and all the lumhar 
vertebrae the ))ony structure is somewhat coarse. lEr/.v/.v and hands: 
I^piphyseal lines sharply defined and lime-containing; epiphyses 
normal in form. No abnormality, especially no i)eriosleal reaction 
of the bones of tlic bands. Lunrfs and heart: No abnormality. De- 
hcatc periosteal deposits seen along the edges of the ribs. Bony 
structure of the scapula coarse. 

Conclusion: The roentgenograms Unis show syminclrical 
changes, Vhe predominant feature of wliich consists in pro- 
nounced periosteal deposits and a coarsc-mcshcd structure of 
the spongiosa in the diaphyseal section of the long hones. No 
evidence of florid rickets. The changes arc quite uncharac- 
teristic of Albers-Schdnbcrg’s disease, hut suggestive of the 
changes observed in connection with certain diseases of the 
blood. 


(Signed. Rcfslund Poulscn.) 



Wassermann negative. Urine: No abnormal elements. 

The temperature was continously elevated. Now and then 
new petechiae appeared and there was a little bleeding from 
the lips almost daily. The general condition of the patient 
was surprisingly good till the very day when he died from 
epistaxis and voluminous hemorrhagic vomiting. 

Autopsy: Slight hyperplasia of the bronchial and mesen- 
teric lymph glands. Small, subpleural, subpericardial and sub- 
endocardial hemorrhages. Spleen: Weight 80 g. (normal about 
50 g.); cut surface uniform, red velvety; follicles inconspi- 
cuous. Liver: Weight 407 g. (normal about 400 g.). Organs 
apparently normal. 



Fiff- 2. 

Photo of the longitudinally divided femur of the patient (at ic 
ught) and of a longitudinally divided normal femur from a p 

at the same age. 




Fig. 3. 

Microphoto of the distal epiphyseal line of the femur. At the loft, 
the epiphyseal line. At the right, transition from cellular marrow 
to fibrous marrow. Magnif X 25. 
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Femur: Longitudinal section shows regular epiphyseal line. The 
juxta-epiphyseal part of the diaphysis shows a rather small zone 
of red bone-marrow and fine pattern of spongy bone, regular. With 
a rather shaiT) transition, the bone-marrow then becomes pale, and 
tlie medullary cavity decreases in size, the trabeculae and corticalis 
becoming thicker, almost completely compact in the middle half 
of the diaphysis. The diaphysis further shows a double contour, 
most pronounced in the middle, the corticalis being coated by a 
regular periosteal deposit. The epiphyseal nuclei in the proximal 
and distal ends of the bone are pale, only a little reddish. 

Sections of the epiphyseal line (Figs. 3 and 4) show the epi- 
physeal cartilage to be normal in structure, with regular columnar 
arrangement of the cells, pointing towards the epiphyseal lines. The 
cnchondral ossification is normal, and numerous osseous trabeculae, 
a little narrow, lined wth osteoblasts are being formed. Tiie spaces 
between the osseous trabeculae contain cellular bone-marrov, form- 
ing a marginal zone of about 1 cm. with lively erythro- and myelo- 
poiesis. After this, the bone-marrow shows a gradual transition to 
fibrillary connectix'e tissue (Fig. 5) with scattered small foci of 



Fig. S. .. 

Microphoto of the section of the proximal part of the 
of the femur. Fibrous marrow and coarse osseous tr.b 

Magnif. X 110. 
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ei-ythi’opoietic and mj^elopoietic tissue, which is becoming inci^as- 
iriKly scanty with increasing distance from the epiphyseal line. Here 
and there, however, cell-rich areas are encountered, consisting in 
clusters of large, immature cells that resemble Iiemocytoblasts, and 
also occasional areas and streaks rich in cells that are somewhat 



elongated, rich in protoplasm and approaching reticulum cells in 
character. At the same time as the marrow becomes fibrillary and 
poor in cells, the osseous trabeculae become thicker and more 
plump, presenting a regular lamellar structure, with no lacunar 
breakingdown, and no osteoclasts ai’e seen here. On the other hand, 
the osseous trabeculae are lined with osteoblasts. 

In the middle part of the diaphysis (Fig. G) the medullary spaces 
are almost completely obliterated, the osseous trabeculae being fused 
into almost compact masses. The small canal-like, medullary spa- 
ces contain fibrillary connective tissue and a layer of osteoblasts 
lining the bone tissue. Here and there, delicate and thin streaks 
of cells are seen. In addition, the entire diaphysis shows a pro- 


t 
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nounced periosteal ossification, the compact bone being enveloped 
throughout by a layer of fine-meshed spongy osseous tiLe. coated 
externally by periosteum. This layer of spongy bone presets re 
gular, somewhat small, osseous trabeculae, and the intermediate 
medullary spaces contain a fine-fibrillary loose connective tissue- 
the osseous trabeculae are lined with osteoblasts. Here and there 
between this periosteal osseous layer and the compact bone, there 
are irregular, small, crevice-like, medullary spaces which show not 
infrequently areas of rather extensive necrosis; but these necrotic 
areas are often surrounded by a good many cells, erythrocyte.s 
and granular cells, together with lymphocytes. On account of' the 
decalcification of the tissue, however, these cells are somewhat 
difficult to determine. The epiphyseal nuclei show quite similar 
changes. 

Bone-marrow from bodies of vertebrae: The marrow is rather 
dense, without fat-cells, undergoing beginning transformation into 
fibrillary connective tissue — a change that is more pronounced 
in some areas in streaks, w'here the marrow is poorer in cells. 
On the whole, the number of erythrocytes is very scanty, and also 
polynuclear leucocytes are extraordinarily scanty. There arc 
numerous cells of a quite immature character, resembling mostly 
hemocytoblasts. There are relatively few erythroblasts, but several 
polychromic erythroblasts and normoblasts. Many myeloblasts and 
myelocytes are seen, but, as mentioned, only exceedingly few leuco- 
cytes. No megakaryocytes are seen. 

Spleen: The pulp contains lymphocytes and a good many quite 
immature cells of hemocytoblastic type; also small heaps of myelo- 


cytes, besides small foci with polychromic nuclear erythrocytes and 
ordinary normocytes, together with a few erythroblasts. Liver: The 
capillaries contain rather numerous, large, immature cells of licmo- 
cytoblastic type, besides a few myeloblasts and a few erythroblasls, 
normocytes and normocytes with evacuation of the nuclei. Lymph 
glands: The structure is preserved, but the sinuses contain numerou.s 
erythrocytes; in addition there are small foci with normocytes, a 
few erythroblasts and a few large, polychromic nucleated colls. Fur- 
thermore there are a few myelocytes and several myeloblasts. Sinus: 
Normal structure. There are extraordinarily many eosinophil myelo- 
cytes in the interlobular septa, and often a good many of these 
cells within the medulla itself and in the cortical tissue. No crj 
thropoietic foci. Kidneys: Only a few and very small myelopoietic 
foci. SuTfivarcnals: No abnormality* 


Summary: The miscroscopic examination shows a marked 
endosteal and periosteal osteosclerosis, together with a fibrous 
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transformation of the bone-marrow wiUi very marlccd reduc- 
tion of the myclo- and erythropoietic tissue; pronounced ex- 
tramedullary mj'elo- and erythropoicsis in the l>nnph glands; 
insignificant myclo- and cry'thropoicsis in the spleen; and 
numerous hcmocytoblasls are seen in the liver. In the hone 
marrow, very few mature cells arc seen hut numerous rjuilc 
immature celts, mostly of Iicmocylohlastic type. Tlie picture 
of the lesion docs not resemble anj' form of leukemia, but is 
rather suggestive of an anemia due to the osteosclerosis and 
fibrous transformation of the bone marrow. 

(Signed. Tage Lund.) 


Discussion. 

We \Ycre not able to make definitive diagnosis, but the 
anemia, thrombopenia, hemorrhagic diathesis, enlargement of 
Ijanph glands, lymphocytosis and immature cell forms in 
the peripheral blood, the fever and the rapid, fatal course 
were suggestive of an aleukemic lymphatic leukosis — a 
diagnosis that found additional support in the presence of 
the periosteal deposits. On the other hand, the quite atypical 
sternal punctate was not indicative of leukemia. All told, then, 
the diagnosis was very uncertain. The description of the 
roentgenograms given in the case history resulted from a 
revision of the pictures after the avitopsy findings had been 
reported. The first description, given before the death of the 
patient, dealt almost exclusively with the periosteal deposits, 
whereas the changes in the structure of the bones had not 
been noticed. Naturally, therefore, we concentrated our at- 
tention on these deposits trying to find out whether they 
might somehow be associated with other features of the 
lesion. 

In recent years a good deal has been written about os- 
seous changes in leukemia. Skeletal changes in children suf- 
fering from leukemia have been found verj' often, roent- 
genographically as well as pathologic-analomically. Thus, in 



438 


pathologic-anatomical studies (7. 14), among other things 
osteoporosis of the metaphyses has been demonslralcd! 
together with subperiosteal new-formalion of bone. Similar 
observations have been made in roentgenographic studies (2, 
9, 12). Willi (14) emphasizes that the clinical diagnosis is 
often difficult in these cases, because the lesion often takes 
an aleukemic course with an uncharacteristic blood picture 
and as the enlargement of lymph glands and spleen is often 
very slight or completely absent. 

Our patient presented pronounced periosteal deposits, and 
in addition, at the first consideration of the roentgenograms, 
we thought we were able to make out an osteoporosis of tlie 
metaphyses of the long bones. Subsequently we realized that 
the metaphyses really were rather to be looked upon a.s 
normal, while the diaphyses were sclerotic. But, prior to the 
autopsy we regarded the roentgenographic finding as sup- 
porting the diagnosis leukemia. 

Periosteal deposits surrounding the long bones through- 
out may be seen in rickets, too. They become visible in the 
roentgenogram when lime salts are deposited in the osteoid 
tissue on improvement and recovery of the patient. Our 
patient had had a rather severe degree of rickets for which 
he had been treated vsith 2 cc. of ultranol fortior (500,000 
I. U. of vitamin D). X-ray examination of the epiphyses of 
the wrist and knee joint, 10 weeks later, showed absolutely 
no sign of rickets, but marked periosteal deposits. We shall 
not venture to decide whether such deposits may be en- 
countered at a point of time when the epiphyseal rickets is 
cured ; but the possibility cannot be refuted that the deposits 
may be due to rickets. In some respects the endosteal bone 
changes reminded in no slight degree of the changes found 
by Harris & Innes (6) in rats on moderate overdosage with 
vitamin D, namely; stimulation of the osteogenesis, intensive 
calcification of the epiphyseal cartilage and formation of ab- 
normally long and slender trabeculae extending into the 
medullary cavity and leading to almost complete obliteration 
of this cavity. We find it unreasonable to assume, however. 
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that the osseous changes in our patient might he due to the 
energetic antirachitic treatment of the patient. This view 
finds support, among other tilings, in the fact that the disease 
had commenced before the patient had received any large 
amount of vitamin D; furthermore, a quite similar morbid 
picture has been described at a point of time when ^massive 
treatmenU of rickets was unknown. Finally, in recent years, 
this form of treatment has been employed widely, apparently 
without any injurious effect. 

That the periosteal deposits might be due to sjqjhilis or 
scurvy may be regarded as excluded. 

Finallj', mention is to be made of the periosteal deposits 
of unknown origin described by v. Chiari (4). On roentgeno- 
graphy of 81 non-selcclcd children, free from syphilis and 
rickets, in the first six months of life, 21 showed marked 
periosteal deposits; and these infants presented no other sign 
of any bone lesion or of any otlier disease except that some 
of them were suffering from pj'odermia. We have no personal 
experience ivhatcvcr that would enable us to appreciate this 
observation. 

As mentioned, we ivcre not able to make any clinical diag- 
nosis in this case. Tlic autopsj' gave us a more solid foun- 
dation for the diagnosis, insofar as it made it possible to 
characterize the affection as an osteosclerotic disease of the 
blood, although it has to be admitted that its ctiologj' and 
pathogenesis arc still quite obscure. 

In one respect the clinical picture presented by our patient 
differs from tlic one described in adult patients, namely, the 
presence of the marked periosteal deposits, as this phenomenon 
is absent in adult patients, in whom the ncw-formalion of 
bone is entirely endosteal. 

Osteosclerotic diseases of the blood appear to be extreme- 
15' rare in children, that is, when we leave the tj'pical Albers- 
Schdnberg disease out of the question, ostcrlin (15) has 
reported the case of a hvo-5'ear-old child Avho presented the 
following s5'niptoms: anemia, cutaneous hemorrhages, pains 
in the extremities and oedemata. The wdiilc hlood count was 
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11,000 (with 75 % »einkermge« and 25 % polynuclcars) 
Shortly before death the blood picture showed many myclo- 
blast-Iike cells. The autopsy findings were; Femur very plump, 
its longitudinal cut surface showed a marked thickening of 
the corticalis, to hvice — in some areas — thrice — the 
normal thickness. The medullary cavity was greatly decreased 
quite obliterated in the diaphyses. Histological examination 
showed a considerable thickening of the osseous trabeculae, 
fibrosis of the bone-marrow with a few foci of myeloblasl- 
like elements and myelocytes. Similar changes were found in 
the humerus, ribs, the calvarium and vertebrae. Lymph glands 
and the spleen showed myeloid metaplasia. Tliere is a striking 
resemblance between the morbid features in this case and 
in ours. 

Hassler & Krauspe (7) have described what they call a 
ease of aleukemic myelosis with generalized osteosclerosis. 
The patient xvas 2% years old. The clinical features were: 
anemia, thrombopenia, moderate lymphocytosis, and absence 
of leucocytes. The white blood count was 7200 at the most, 
1800 at the lowest. Roentgenography of the bones showed a 
honeycomb-like structure and marked periosteal deposits. 
Autopsy revealed extensive endosteal and periosteal new- 
formation of bone with partial obliteration of the medullary 
cavities. Microscopic examination showed proliferation of 
myeloid cell forms in the remnants of the bone-marrow and 
in all the organs. This case, too, reminds a great deal of that 
of our patient. 


Summary. 

Description is given of an instance of osteosclerotic anemia 
in a boy, 17 months old. The clinical symptoms were chicny 
anemia, fever, hemorrhagic diathesis and thrombopenia. 
Roentgenography of the skeleton showed pronounced perio- 
steal deposits and large-meshed structure of the spongio.so. 
Autopsy revealed marked endosteal and periosteal osteo- 
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sclerosis together with fibrosis of the hone marrow (with 
i^j^rlced reduction of the myelo- and erythropoietic tissue) , 
besides pronounced extramedullary myelo- and erythropoiesis 
in tlie lymph glands. 
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(AVS DEM UNIVEnSlTATSlNSTlTUT FVH AU.GFVFIXF 
pathologje, KOPENHAGEN ^ 

_ PIREKTOR: PROF., DB. MED. K. JENSEN) 


ANWENDUNG VON MUGIN-INFEKTIONEN 
ZUR UNTERSUCHUNG VON SERUM GEGEN 
GIFTARME DYSENTERIE-BAKTERIEN 

Von y. Sindbjerg-Hansen, 

(Eingegangen bei der Eedaktion 12. Jnni 1912.) 

Wahrend man sich iiber den therapeutischen Wert clcs 
spezifischen antitoxischen Serums gegen Shiga-Krusc-Dyscn- 
terie ziemlich einig ist, sind die Auffassungen verschiedcn mil 
Bezug auf die Serumbehandlung der von den verschiedenen 
Typen des PlexnerbaziZlus verursachten Dysenteric. 

Einige Autoren, wie Jacob, Josephs (Ss Davison, Gdnsslen ii. a.» 
messen der Serumtherapie bei diesen Infektionen keinen besondcrcn 
Wert bei, wahrend andei’e, z. B. Co^jne & Aachc, Ihiffcr & Wilhnore, 
Klein, Kuhle, eine gute Wirkung bei Anwendung genugentl grosser 
Dosen polyvalenten Serums gesehen haben. Mil Rucksiebt auf da? 
Aufflackern der Rulir in Kriegszeiten baben Cnrschviann und Zihotr- 
sky ktii'zlicb empfoblen, sofort mit polyvalcntem Serum zu bcimrr 
deln, ohne erst Zeit mit dem Warten auf eine baktcriologisclic Dia- 
gnose zu verlieren, welcUe letztere besonders unter Kricgsverhalt- 
nissen oft nur spat und scinver zu beschaffen ist. 

Freilicli waren zweifellos die angewandten Sera von seiir ver- 
schiedenem Werte, was zum Teil auf die Sdnvierigkcitcn zAiruck- 
gefuhrt werden kann, welche die Standardisicrung eines polyvalcn- 
ten Serums bietet. Nur der Gebalt an Shiga-Krusc-Antiloxin las>t 

Die Ai'beit wurde mit Dntorstutzung von »FrDkcn P. A. BratKif^ 
Legat« ausgefubrt. 
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sich durch intravendse Injcktion von Toxin-AntifoxinmiscliungGn in 
Miviisc und Vorgleiclien mit einoni Standarclscrum von l}elvanntein 
Antitoxingciialt genau bostiniincn, in Analogic mit der Stanclardi- 
sicrung andcrer aiititoxischer Sera. Die jMessung der antibakteriellen 
Antistoffo gcgcn die giftarnien Dysontcriebaktericn slosst dagcgcn 
auf die Schwicrigkeit, duss die Baktcrien nur schr wenig pathogen 
fdr Vcrsuchsticre sind. Um cine cxpcrimcntello, todlich verlaufencle 
rnfektion zu ei’zielen, sind so grossc Baklerienmcngcn cidorderlich, 
dass einc genaucro Austitricrung von Heilscrcn unmoglich wird. 
Zwar fanden 'Fdsen k. Osofslnj cinen Stamm, dessen Dosis minima 
letalis (d. m. 1,) fur Miinse his auf 0,01 cem BouillonkuIUir gcscnkl 
werden konnto, und hei wclcliem sic eine gate Schutzwirkiing von 
0,5 cem Immunserum gegen Infektion mit 10 d. m. 1. salion; abor 
hei weitem die meisten Stilmmc sind hctrachtlicli woniger virulent 
fiir lyiause. Andere Untersuclicr, Coyne cV Auchc, Buffer A*. IViH- 
VI ore, Flexver cb A;ao.s\s', vcrwcndctcn Mccrscluveinchon, hei wel- 
chon die d, m. 1. sich in der Rcgel auf 1—3 cem BouillonkuHur, 
intraperitoneal injiziert, belief. Gcgcn cine nicht zu grosse Anzahl 
todlicher Dosen konntc 1 cem Serum zwar oft hcschutzend wirken, 
aber die TJnregelmassigkeitcn waren so gross und die Mctliode so 
grob, dass Ritffvr A: Willmorc zu dem Schlussc kamon, cs sei 
schwierig, mit Hilfc von Laboratoriumsmethoden ein zuvcrlassiges 
Mass fiir den Wert des Serums zu finden. Trolz nur l)csc]icidencr 
Ergebnissc hei den Tierversuclien sahen sie cine vorlrcfriichc kli- 
iiische Wirkung ilii'es Scrums. — Bine wirkliche Nachalimung der 
n'lDnschlichen Ruhrinfektion geiang in cinzelnen Fallen Prcslon S:. 
Clark hei Affcn durch peroralc Eingahc voii Flexncr-Kulturcn. Doch 
war die hierzu crfordcrliche iMenge so ausscrordontlich gross, 20—50 
cem Bouillonkultur, dass Scrum in jektionen ganz wirkungslos blic- 
ben. 

Die Folge davon, dass sich also brauchbarc cxperimcntcllc In- 
felvUoncn nur so schwer erzeugen lasson, war die, dass polyvalent o 
Dyscnlerisora, abgoselien von dem Sbiga-Kruso-Antitoxin, in der 
Rcgel nur nacb ibrer AgglutinationvSfuhigkcit gegenuber verschic- 
donen Dysentorietypen gewertet werden. 

19i0 wiosen indessen ThibauU <b lUst nacb, dass die von Miller 
schon fruher angegebeno IMctbodo, mit liilfo von Schweincmagen- 
mucin Meningokokken fiir Mause infoktids zu inacbcn, sich aiich 
auf den Floxnoi'bazillus amvenden licss. Diese Autoren untcrsuchlcn 
cine Reiho Flexncr-Stammc, die sicb allc, wenn auch in verscbicdc- 
ncm Grade, als infektids cnvicsen und cine tddliche Sepsis Jiervor- 
liefon, wenn sic zusammen mit Mucin intraperitoneal injiziert wur- 
den. Einige Stiimme liatten auf dieso Wcisc cine d. m. 1. von nur 
10 7 cem. Gegenuber oiner soicben Infektion sab man einc dent- 

28 * 
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hche Wirkung von Antiserum. Von einem gut agglutiniercmicn 
Seram konnten noch 0,0008 com, die 20 Stunden vorher intravcnos 
gegeben worden waren, Mause gegen eine Infektion mit 100 d. m 1 
beschiitzen. 


Da diese Methodik also die bisher vermissle MoglichkcU 
einer experimentellen, intra'iutalen Wertung von antibaklc- 
riellen Dysenterieseren zu bieten schien, wurde angenoinmen, 
dass es von, Interesse sei, teils die Versuche nachzupriifcn, 
teils sie auch dahingehend zu enveitern, dass sic cine Untcr- 
suchung mehrerer verschiedener Typen von Flexnerbaktcricn 
und der ihnen entsprechenden typenspezifischen Sera uni- 
fassten, urn festzustellen, in welchem Grade das Serum cinos 
Typus auf Infektionen von anderen Typen wirken konnle. 

Zu den Versuchen wurde ein Flexner-Stamm vom Typ D 
und einer vom Typ H (Kruse) ausgewahlt sowic ein sMoun- 
tain WX« (Andrewes und Inman). Diese Sliimme zeichnelcn 
sich alle durch eine besonders hohe Virulenz in Mucin au.s, 
mit einer d. m. 1. von 10— ’ — 10— ^ ccra. Ohne Mucin belriig die 
d. m. 1. 0,1 — 0,5 ccm Kultur. Gegen jeden der 3 SUimmc wur- 
de ein monovalentes, typenspezifisches Kaninchenscrum durch 
Immunisierung (von 2 Kaninchen fiir jeden Stamm) mit for- 
malinisierter Bouillonkultur hergestellt, indem 0,5, 1,0 und 
1,5 ccm mit 5 Tagen Zw’ischenraum intravcnos gegeben Avur- 
den, 6 Tage nach der letzten Injektion wurde das Serum ge- 
wonnen und nach Zusatz von 0,2 ‘’/oo Chinosol bei — 7® auf- 
bew’ahrt. 

Die beschiitzende Wirkung jedes der 3 Seren gegen Mucin- 
Infektion mit jedem der 3 Bakterientypen w’urde nun unter- 
sucht. Zu den Versuchen wurden mannliche weissc Mausc von 
18—20 g Gewicht angewandt. Das Serum wurde mil physiolo- 
gischer Kochsalzlosung in der Weise verdiinnt, dass die ge- 
Aviinschte Serummenge sich in einer Verdiinnung von 0,5 ccm 
vorfand, welche Menge den Mausen dann intraperitonea! em- 
gespritzt Avurde. 1 Stunde nach der Serumcingabe AATirdc die 
Infektion, ebenfalls intraperitoneal, mit den in 1 ccm Mucin- 
suspension aufgeschAvemmten Bakterien in der bereits friuer 
mitgeteilten Weise {Sindbjerg-Hansen) vorgenommen. /An 
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Injektion kamen in diesen Versuchen immer 10-3 ccm eincr 18- 
stiindigen Bouillonkultur, welclie Menge 100 — 10.000 d. m. 1. 
vorstellte. Unmittelbar nach der Infektion wurden die Mause 
leicht etwas schlapp, bcgannen aber im Verlaufe einiger Stun- 
dcn sicli ^Yiede^ zu erholen. Wenn die eingcgebene Serum- 
mengc eine vollige Scbutzwirkung iiatle, waren die Miiuse in 
der Regel nach 12 — 24 Stimden wieder mimler; war dagegen 
die Serumdosis imzureichend, ging es ilinen bald wieder 
schlechter, und sie vcrendeten an Sepsis, in der Regel 20 — 48 
Slunden nach der Infektion, auf jeden Fall spiUeslcns am 4. 
Tage. Die uberlebenden Tiere wurden 7 Tage lang untcr Be- 
obaclitung gehaltcn. Bei alien verendcten Mausen wurde die 
Flexner-Infektion als Todesursachc verifizierl, entweder durch 
Aussaat aus dem Herzblut oder durch mikroskopische Unter- 
sHchung von nach Gram gefarbten Trockenpraparalen des 
Perilonealexsudales. In fast alien Fallen fanden sicb die Bak- 
terien in ungezahlten Mengen vor und wurden in den Blut- 
kulturen mittels der Objekttriigeragglutination als Flcxner- 
baktcrien bcstiitigt. Mimse, die an anderen Ursachen einge- 
gangen waren, sind aus dem Materialc weggclassen worden. 

Versiichsergebnisse: Zuerst wurde die Wirkung dor 3 Se- 
rcn gcgen Infektion mit dem D-Typus untersucht. Nacli ci- 
nem kleinen Vorversuch mit einer geringeren Anzahl Mause, 
durch den die annahernd klcinste beschiitzende Dosis gefun- 
dcn wurde, wurden fallende Serummengen der verschiedenen 
Sera Gruppen von 6 oder — bei den jiusscrsten Wcrten — 
3 Mausen injiziert. Die Infektion wurde, wie erwiilint, 1 Stun- 
de spiiter vorgenommen, wobei darauf geachtet wurde, dass 
diejenigen Miiuse, die das Serum zuerst bckommen batten, 
aucb zuerst infiziert wurden usw., sodass die Zeitspanne zwi- 
sclien den 2 Injektionen soweit wie moglich fiir alle Miiuse 
die gleiche wurde. Das Ergebnis des Versuches ist aus Ta- 
belle I zu ersehen. 

Es zeigt sicb, dass das homologc D-Serum eine kriiftigc 
Scbutzwirkung liatte, mit einer nicdrigsten voll beschiitzen- 
dcn Dosis von ca. 0,0001 ccm. Ungefiihr die gleiche Schutz- 
wirkung hatte das WX-Scrum. Sehr auffiillig war dagegen. 
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Tabellc I. 


Infektion mit Typ D. 10-3 in 1 ccm Mucin. 


Serum- 

dosis 

D-Seruni 

M-Serum 

WX-Scruin 

Anzahl 

MTiuse 

Gc. 1 
slorb. ^ 

% f?e- 
slorh. 

Anzahl 

Mouse 

Ge« 

St orb. 

1 %ec- 
! storh. 

Auxahl 
Mfmsc j 

Ge- ! 
storii, 1 

storh. 

0.3 



I 

3 

' 3 

100 

1 



0.1 



1 

1 

6 

1 ^ ' 

83 




0.03 




6 

! 0 

100 




0.01 




6 

1 G 

100 

j 

i 


0.003 




3 

i 3 

100 

i 

I 

j 

i 


0.001 


0 1 

0 


! ! 


2 

1 

0 

0 

0.0003 

1 ® ‘ 

0 i 

0 


1 i 


6 

0 I 

0 

0.0001 


1 

17 



1 

1 

6 

4 

07 

0.00003 

1 6 

4 i 

67 



1 

0 

4 

67 

0.00001 

3 

3 i 

100 

1 



3 

3 

100 

0 

6 

6 

100 

i 

i 







class das H-Serum sich als fast ganz wrkungslos envie,s; 
nicht einmal 0,3 ccm unverdiinnlcs Serum konnlen die Ticre 
retten, sie vermochten jedocli den Tod ein wenig zu vcrzo- 
gern. Derselbe trat bei den nicht-serumbehandelten Konlrol- 
len nach durchscbnittlicli 25 Stunden ein, bei den mil 0,3 
ccm H-Serum behandelten Tieren nach 35 Stunden. 

Danach wurden dieseJben 3 Sera gegenuber eincr Infek- 
tion mit dem H-Typus nach ganz der gieichen Methode wic 
oben untersucht. Tabelle II zeigt das Vcrsuchsergebnis. 

Es gelit hieraus hervor, dass sowohl das liomologe H-Sc- 
rum als auch das WX-Serum eine gute Schutzwirkung bat- 
ten, wahrend nicht einmal die grosstc Dosis D-Scrum die In- 
fektion zu iiberwinden vermochte. Doch wurde auch bier dcr 
Tod der Mause einige Stunden verzogerl. 

Schliesslich wurde die Beeinflussbarkcit der WX-Infcklion 
durch die 3 Sera untersucht, we aus Tabelle III zu crschen 
ist. 








TabcUe If. 

Infckiioii iriit Tyj) IT, in 1 ccrn Mucin. 


Scriini- 

dosis 

D-Serum 

IFScruin 


X-Son 

j (ic- 
1 slorh. 

;im 

An/.'ilil 

Mfuisc 

1 (it*- 

1 slnrh. 

"'f. K*’- 
slorl). 

An/ahl 

Maiiso 

j {»(•• 

j ^torI). 

Vo Kf 
s!orI). 

Anzahl 

Mniisc 

i ”'0 JT‘*- 
j sJorl). 

0.3 

0 

! 

JOO 


i i 





0.1 1 

0 

1 0 j 

jOO 


’ i 





0.03 

0 

; 0 

100 







0.01 

1 

t 

1 


3 

; 1 

33 

3 

0 

0 

0.003 

1 I 



0 

2 

33 

! * 

0 

0 

0.001 

' , 



1 fi 

■ T 

G7 

i () 

3 

33 

0.0003 




0 

G ' 

100 

G 

a 

33 

0.0001 

I 



3 

3 

100 

3 

3 

100 

0 

0 

G 

100 








Die Anzahl (Icr Miiuse war in dicscin Vcrsuchc elwas 
klcincr als in den vorJicrgclicndcn, aher rcichlc doch aus, mn 
eine ansscrordenUich krafligc \Yirknng dcs lioinologcn WX- 
Scrums sowic auch cine hclrachllichc J)cscliii(zcndc Fiiliigkcit 


TnhvUc ///. 



Infektion mit 

TVj) WX, 10- 

-3 in 

1 corn 

Mucin. 


Scrum- 

D-Scrum 


ll-Scruin 

WX-Serum 

dosis 

Aiiratil 

(io- ' 

' 0 nc- 

1 Anrnhl j 



An/nhl (‘ic- 

5 ®/ft 1^*“ 

i 

Matisi* ' 

slorl). storli. 

j 1 storli. 

storh. j 

Mansr slorh. 

Niorh. 

0.01 

3 , 

0 

0 

3 

0 

0 

; 


0.003 J 

3 , 

0 

0 

3 

0 

0 

j 


0.001 

5 

0 

0 

a 

2 

TO 


i 

1 

0.0003 

5 

1 

20 

a 

a 

100 


f 

0.0001 

•I 

3 

75 

3 

3 

100 

3 1 0 

1 ^ 

0.00003 







I 0 


0.00001 


1 


' 



a j 3 ' 

' ()0 

0.000003 

i 

) 

! 


1 ; 



3 ■' 3 ; 

100 

0 

3 ' 

3 

100 




1 
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sowohl des D- als auch des H-Serums gegeniiber diescr In- 
lektion zu zeigen. — 

Aus den gesamten Versuchsresultaten gelU in crster Linie 
hervor, welcher entscheidende Unterschied zwischen den gc- 
gen die D-Infektion und den gegen die H-Infektion wirksamcn 
Antistoffen besteht. Das typenspezifische, monovalenle D- 
oder H-Serum enthalt, trotzdem es reichlich effektiven Anli- 
stoff gegen den homologen Typ besitzt, so gut we kcinen 
Antistoff gegen den anderen Typus. Das stimmt mil dcm von 
Kauffmann auf der Grundlage von Agglutinationsunlcr- 
suchungen aufgestellten Antigenschema iiberein, welcliein zii- 
folge z\vischen dem D- und dem H-Typus nur cine schr gc- 
ringe Antigengemeinschaft besteht, wahrend der WX-Typ 
mehrere Teilantigene teils mit dem D-Typus und teils mil 
dem H-Typus gemeinsam hal. 

Als praktische Konsequenz aus den Versuchen crgibl sich 
eine verstarkte Unterstreichung der Notwendigkeil, poljna- 
lente Dysenterieseren zu therapeutisclien Zwecken unler pcin- 
licher Beriicksichtigung aller im Anwendungsbcreich vorkoni- 
mender Typen herzustellen. Nach Bojlen sind sowohl in Diine- 
mark als auch in England und Deutschland die meisten Flex- 
ner-Infektionen vom D- oder H-Typ, doch trifft man auch 
haufig andere Typen an, Gegeniiber experimentellcn Mucin- 
Infektionen mit alien diesen Typen diirfle sich die Poly- 
valenz und Effektivitat der Heilsera bewerlen lassen. Aus wci- 
teren Versuchen, die spater veroffentlicht werden sollen, gcht 
namlich hervor, dass die sonst angewandte Bcwerlungsmc- 
thode mittels Agglutination Resultate gibt, die nicht immer 
in Obereinstimmung mit der beschutzenden Wirkung in Tier- 
versuchen mit Mucin stehen. Es ware zu begriissen, wcnn man 
auf diesem Wege zu einer internationalen Standardisicrung 
der antibakteriellen Dysenteriesera gelangen konntc, wobci 
mit der Schutzwirkung eines Standardserums in dcr glciclicn 
Weise verglichen werden miisste, wie es bei anderen anli- 
bakteriellen Seren der Fall ist. 
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Znsammenfassnng. 

Die Pafliogenitat des gegeniiber Miiusen nur wenig viru- 
lenten B. dysenteriae Flexner liess sicli dwrch intraperitoneale 
infektion mit Schweinemagenmucin a. m. Miller in einem 
solchen Grade erhdhen, dass die d. m. I. bis zu lO^mal lier- 
abgcsetzt wirde. Homologes Antiserum gab, wenn es vor der 
Infektion intraperitoneal injiziert wiirde, eine aiisgesprochene 
bcschiitzende Wirkung gegen die sicli sonst entwickelnde tod- 
liclie Sepsis. Von 3 monovalenten, ts'penspezifischen Seren, 
einem Anti-D-, einem Anti-H- und einem Anti-WX-Serum, 
zeigte indcssen nur das WX-Serum einen sicheren Scliutz 
gegen Infektionen mit alien cntsprechenden 3 Bakterients'pen. 
Das D-Serum beschiitzte dagegen nicht gegen Infektion mit 
dem H-Tj'pus, und das H-Serum war wirkungslos gegen D- 
Infektion. Auf Grund dieser Beobachtungen wil'd hei'vorgeho- 
ben, wie wichtig es ist, dass poljwalente Dysenterie-Sera zu 
therapeutischen Zweeken durch Immunisierung mit alien im 
Anwendungsbereich vorkommenden Typen von Dysenterie- 
bakterien hergestellt werden. 
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(AUS DEM UmVEliSITATSmSTITUT FOll ALLGEMFIXF 
^^thologie^ KOPENH AGEN ^ i V 

PROFESSOB Dli. MED. K. A. JENSEN.) 


UNTERSUCHUNGEN UBER CATGUT, IL 

Baklerologische Untersuchung einer Reihc 
gebrauchlicher CatgutprSparate. 

licTiTy M. CliTistCTiscTi und Foul V. Muvcusscu, 
(Eingegangen bei der Redaktion am 15. Jurii 1912). 

In den Jahren, die auf Lister’s umfassende Unlersuchun- 
gen folgten, war die Catgutzubereilung eine Arbeit, wclchc 
in der Hand des Chirurgen lag; doch fiihrten dann die slei- 
genden Anforderungen, die an die Amvendbarkeil des Fa- 
dens als Nahtmaterial gestcllt wurden, bald dahin, dass die 
Herstellung allmahlicli vdllig an die Techniker iibcrging. In 
unseren Tagen ist es daher oft der Fall, dass der Chinirg, 
der in alien anderen Punktcn die Sterililal in scincm Opera- 
tionsraum iiberwacht, in bezug auf das Nahtmaterial sich 
auf eine Garantie verlassen muss, zu deren Nachpriifung ftir 
ihn nur eine beschrankte Mdglichkeit bestehl. 

Denkt man daran, dass die Sterilitat des Catguts oinc der incisl 
diskutierten Fragen ist, so kann man sick auch niclit dariibcr wun- 
dern, dass bereits zu einem friihen Zeitpunkte warnendc Stimmen 
sowohl von Seiten der Bakteriologen als auch der Chirurgen laut 
wurden {Lauenstein, Schaeffer, Halban & Hlaiuacclc, Jacobi u. a.). 
In den Jahren 1900—1925 ist die Frage sttindig diskutiert worden, 
hat jedoch aber nur cine geringe Aufmerksamkeit erweekt, obsdion 
z. B. Goris 1916 eine bakteriologische Kontrolle alien Catguts ver- 
langte. Parallel mit der Entwicklung der anaeroben Tcclinik bat 
indessen die Catgutfrage erhohtes Intcresse bekommen. 1929 faml 
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Uidloch Mikroben in 77 % cics hci 8 onglisclien unci amcrikanisclion 
Firmen gekauftcn Catguts. Bei 5 Catgutmarkcn war clurclisclinitt- 
lich nur 1 von 10 Proben storil, unci von einer Firma warcn allc 
03 untersucbten Proben unsleril. 1930 teilto Kvorr niit, class 80% 
der 1400 m Catgut, die or im Laufc von 4 Jabrcn kontrol lu liter- 
sucht hatte, infi^dcrt waron. Mellcncy Chatficld fancicn bei einer 
cntsprechcnden Untersucliung 1931, class das Catgut von 10 Firmen 
steril war, wiilirend dagegcn dasjcnigc von 7 Firmen infizicrt war, 
und zwar in.cinem variicrendcn Grade von 5 bis y.u G7 %, Konrich 
6: Zcisslcr stellteii 1933 80,7 % unsteriles Catgut test. Clock bcriclilete 
in mehreren Arbciton 1933—35 ubci* cntsprcclicndc Verliallnisse, da 
40,5% cles von ibni untersucbten Catguts (174 Proben, die aus 12 
chirurgisclien Abteilungen staminten) sicli als unstcril erwiesen. 
Der Sterilitatsgracl war fiir Catgul von verschicdcncn Firmen und 
aus vcrschicdenen Landern sebr versebieden. So ergibt sicli aus 
Clock's Arbeit von 1934, dass engliscbes Catgut zu 29,5 %, deutsebes 
zu 85,7%, franzosisches zu 13,3%, japanisebes zu 100% und spa- 
nisclies zu G3 % unstcril war. Zulctzl hut Urcxvcv iiber die Vcrhalt- 
nissc in Anierika beriebtet, wo cr eino Abnalinio in der Zalil der 
unsterilen Fabrikprapnrate (auf 12,5%) konstaticren konntc, indem 
nur neuhergestclltcs Material niitgcrcchnct wurclc. Dicse Abnalune 
beruhtc anscheinend auf clem Oborgang zur Warmestcrilisation, wie 
.sic in Ucllency k Chatficld und Clock's Arbeit on empfohlen wor- 
clen war. 

Vcranlasst cladurcb, class »Novo terapeutisk Laboratoriuimc 1939 
die Fabrikation von Catgut zu chirurgisclien Zweeken hoganii, gab 
Professor Oluf Thomsen uns die Anregung zur Aufnahinc ahnli- 
cher Untersuchungen mit ITilfe einer alien Anforderungen gcnugeii- 
den bakteriologischen Tcchnik, und cine vorlaufigc Mittcilung (0. 
Thomsen) rief cine Diskussion in der danischon mcdizinischcn Pres- 
se liervor (Wnlff, Thomscji, Claudivs), Wir haben .soitdom nach 
Vervollkommenung der Tcclinik unscre Untersuchungen weitcr ev- 
giinzt und wollen in der vorliegenden iNIitteilung Bericht ablcgen 
liber: 1) die Methodik der Sterilitiitsprufung, 2) das lirgobnis ciniger 
Untersuchungen von Catgutpraparafen, die in danischon Krankon- 
hilusern gewolinlich zur Anwondung kommen. 


Die Sterilitdispriif ling: 

Die Baktcrienflora ini Catgut slammt. toils aus dein RoUmiitc- 
rialc, den Scliafdiirmen, toils von Zufulir ini ^^el•laufc der teclini- 
schen Zubcreituiig. Sio kommt sowolil auf dor Ohcrfliiclic clcs Fa- 
dons wie aucli in dossen Innerem vor. Will man sicli oiiicn Bcgriff 
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da^on bilden, erne wie grosse Effektivitat die SterilitatsprufunR hn- 
• h Wichtigkeit, sicli eingehender mil der Frape 

/u beschaftigen, welche Flora man in einem unvollsttindig stcriH. 
sierten Catgut envarten kann. Ziveifel scheint 1879 als erstcr Mikro 
organismen beobachtet zu haben; seitdem liegt einc umfangrciche 
Literatur vor, deren Ergebnisse im grosscn und ganzon iiborein- 
stimmend sind. Brunner wies 1890 einen »Calgutbazi!lus« nacli, dcr 
nach seiner Beschreibung dem von Glohig 1888 beschricbcncn Be. 
globigii Oder Be. mesentcricus ruber entspricht; dej-selbe ist .spiitor 
auch von zahlreicben anderen Untersuchern aufgefundon worden 
{Braatz 1891, Binney 1904, Johnson 1905, Lenz & Lockemann 1909 
ausser vielen spateren Arbeiten). Ausserdem Avurden einc Reilic an- 
derer Bazillen nacligewiesen, so von Lmenslcin 1895 Micrococcus 
tetragenus und Be. subtilis, von Uinervini 1899 Proteus und Kok- 
ken, von Binney 1904 Subtilis und ein niehtidentifiziertes Stiibeben. 
Die letzten Jalire haben mit der Entwieklung der anaeroben Ziicb- 
tung besonders lehrreicbe Wahrnehmungen mit sieh gebraebt; so 
wies z. B. Knorr neben dem Be. mesentcricus ruber zahlrciclie zum 
Toil maligne Anaerobier nach (vgl. auch Mcllcney & Chatficlil), 
und ein besonders interessantes Bild der Mannigfaltigkeit der Bak- 
tcrienflora \vurde von Clock gegeben. Detailliertc Aulschlussc fiber 
die Bakterienfunde haben indessen ein geringeres Interesse fur den 
Chirurgen, insbesondere da die Identifizicrung dcr nachgcwicscnen 
Bazillen sehr schwierig sein kann (vgl. u. a. Ocslerlc); die Unter- 
suchung muss daher besonders darauf gerichtet sein, zu cntscbci- 
den, ob die Flora des Fadens von Luftinfektion herriihren kann 
Oder ob die Bazillen aus dem Darm stammen, was also glcich- 
bedeutend mit einer unvollstandigen Sterilisation ist. Wenn Dana- 


flora nacligewiesen ist, z. B. mesentcricus ruber, besteht koine Ga- 
rantie dafiir, dass die Fiidcn nicht maligne, sporcnbildonde Bazillen 
cnthalten, selbst wenn kein direkter Nachweis derselben gclingl 
(vgl. Knorr). Wird nur cine Flora aufgefunden, die von Lullinfck- 
tion stammen kann, so ivird dieselbe wohl in dcr Rcgcl weniger 
ernst zu nehmen sein, es aber doch unmbglich machen, die An- 
wesenheit von z. B. pyogenen Kokken auszuschliesscn. Der wicb- 
tigste Punkt bei den Untersuchungen ist deslialh die Effektivitat 
der Storilitatsprufung, in zweiter Reihe kommt dann cine oricn- 
tierende Untersuchung dcr nachgewiesenen Flora. 

Die Prinzipien fiir einc effektive Catgut-Sterilitiitspi ufung siiid 
in Wirklichkeit alteren Datums. Bcrcits Gcpperl (1889) wics naci, 
dass die zur Priiparation verwendeten Chemikalicn vor dor Aussaa 
von den Faden entfemt werden miissen, da sie sonst lJak‘^iosta- 
tisch wirken wiirden, sowie dass diesc Entfernung mit Ildfe einer 
chemischen bfeutralisierung vorgenommen werden kann. ^mc t 
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zalil Untersuchcr haben freilicb im Laufc dcr Zeit diese Metliode 
vernaclilassigt (z. B. Watson 191G und Fracnhel 1926); doch ist sie 
ill alien neueren Ai'beiten zur Anwendung gekommen (Mellencij 
S'. Chatfield, Clock, Bulloch u. a.). So kann .Tod mit 1 %— 10 % Na- 
triiimtbiosulf at und 1 ^ Natinumkarbonat cntfcimt wciden, Fornia~ 
lin durcb eine langc Bebandlung mit Ammoniakwasser und AI- 
kobole mit Wassor. Cbrom und Quecksilbcr sind sebr scbwer zu 
entfernen, wesbalb eine Sterilitiitsprufung von Material, in dem 
diese Stoffe nacligewiesen sind, mit Vorbebalt zu betraebten ist. 

Von dersclben Bedeutung wie die Neutralisation ist die Anwen- 
dung eines guten Niilirbodens. In den letzten .Tabrcn ist von der 
IMebrzalil der Untersueber Novy’s Medium benutzt worden, evti. 
unter Zusatz von Agar Oder Serum. Der Niilirboden muss dauernd 
mit einem nur solir scblecbt \vacbsenden Bazillus kontrollicrt wer- 
den. 

Eine besondere Bedeutung fiir die anaerobe Zuchlung hat die 
Einfiibrung des Zci^^^cr’scben Vakuumbebaltcrs gebabt {Langc 
1927), da die Ztiebtung dcr luftbildendcn Baktcrien liicrdurch weit 
einfacber wird und die Zuebtungszeit eine ansreichondc Lilngc cr- 
halten kann. 

Von anderen Prinzipien, die in wecbsclndem Grade angewandt 
worden sind, seien nocb genannt Vorbeuge gegen Luftinfektion so- 
wic effektivc Stcrilisierung aller Instrumente, Bcbiilter und Fliissig- 
keiten, die in Bertilirung mit dem Faden kommen. Sebr wichtig 
ist die Grdssc der zur Aussaat verwendeten Fadenmcngc. Einige 
Untersueber liaben wenige cm gebrauebt, andcre dagegen Langen, 
die cbirurgischen Nahten entsprcchcn. Die Bedeutung dcr Benutzung 
grosser I^Iengen ergibt sicb deutlicli aus Mackie's Untersuebung 1928. 
Maclde untersuebte aus Anlass von postoperativen Tetanusfallcn 
ein grosses Catgutmaterial. Bci einer dcr gepvuftcu Catgutpavtien 
untersuebte er 12 Proben von betracbtlicber Grdssc. Nur aus einer 
Probe gelang es Clostridium tetani zu isolieren. Bei Wiederliolung 
der Untersuebungen derselben Catgutpartic nacb einem Monat gc- 
lang es uberbaupt niebt, Tctanusbazillcn zu isolieren. 


Eigenc Uniersuchungen. /. 

Die Methodik der Steriliiaispriif iing, 

Alle Prozesse, die der Faden vom Auspacken bis zu seiner 
Anbringimg in dem Glas mit dem Njihrsubstral durchzugehcn 
hatte, wurden in einem nach M^album & Reijmann’s Angaben 
speziell fiir diesen Zweek eingeriebteten, staubfreien Raum 
vorgenoinmen. 
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Derselbe ist als ein Operationszimmer mil olgcmalicn 
H anden und Terrazzofussboden mil rundcn Eckcn, dcr sich 
mil einem Schlauch spiilen iasst, eingerichtet. Tiir und Fen- 
ster sind in geschlossene Zustande lufldicht. 

Die Lufl kommt in den Raum durch cincn Luflcinsaii- 
gungskanal. Zuerst passiert sic dnrch cinen olfilter mul dann 
dort, wo der Kanal in das Zimmer eininiindet, durcli cincn 
Wattefiltcr mil siebenfachcr Lage li 5 ^dropliober Watte, wcl- 
che ab und zu erneuert wird. 

Die Reinhaltung dcs Raumes wird nacli Walbum & licij- 
mann’s Methode vorgenommen. 

Die Luftsterilisation im Zimmer gelil mit Hilfc cincs Jun- 
ckers Rohrs vor sich, das vor jedein Versuch 3 — 4 Slundcn 
in Funktion ist. 

Die Feuchtigkeit wird mit ausstrdmcndem Wasscrdampt 
aus der Heizungsanlage reguliert. 

Der Keimgehalt der Luft wird kontrolliert, indem man 
von Zeit zu Zeit wahrend der A^'ersuchc an verschicdcn Slcl- 
len des Raumes Blut- und Malzagarschalcn anbringl. Wir 
haben in keinem Falle die gleiche Flora auf den Konlroll- 
platten und in den Kulturglascrn vorgefunden. 

Die angewandte Apparatur wurdc nach praklischer Er- 
fahrung gewahlt. 

Zur Neutralisation der in dem Material nachgcwicscncn 
chemischen Stoffe und zur Auswiisserung wurdcn grosse Prii- 
paratglaser 5 X 20 cm angcwandt, die mit einem liydropho- 
ben Wattepfropfen und iiberhangendem Glasdcckcl vcrschlos- 
sen sind. Zur Ziichtung wurden grosse Pyrex-Reagenzgliiscr 
3 X 15 cm benutzt, welche mit einem gazeumwickellen Wallc- 
pfropfen verschlosscn und mit einer doppellen Lagc Papier 
iiberbunden waren. 

Die Cberfiihrung des Materials wurde mit langen Pmzcl- 
ten und starken Zangen vorgenommen, welclic zuglcich aucli 
zum Festhalten des Knauels bci seiner mil langen, kriiftigcn 
Scheren vorgenommenen Aufteilung bcnulzl wurdcn. 

Glasapparatur und Instrumcntc wurdcn 3 Stundcn im 
Trockensterilisator bci 155’’ slcrilisiert. 



In eincr Rcihc oricnlicrcndor Vcrsuchc wurdcn folgcndc 
Nahrsubslrnlc durchgcpriifl: 

Novy’s Niilirljodcn 
Hal))nii.ssigcr Agar ((),» %) 

HalhfHissigcr Agar — 1 % Glukosc 
ITalbfIiissigcr Agar — » % Serum 
Halbriussigcr Agar — 5 % Pfcrdcbhil 

Die Durcbpriifung wurdc mil Laboraloriumsslammcn von 
Clostridium tctani und Closlridium ocdemalis maligni vorgc- 
nonuncn. Die Niihrbddcn wurdcn mil steigenden Verdunmm- 
gen eincr 21sliindigcn Douillonkullur dicser Sliimme bcimpfl. 
Es zciglc sich Wacbslum in den Subslralcn bis zu eincr Ver- 
diinnung von zwischen 1/10 Million und 1/20 Million. 

Zum Tcil wurdcn Probcaussaalcn von dem Robmalcrialc 
(gclrocknclcm und gesaizenem Scliafdarm) sowic von svor- 
slcrilisierlemc Calgul vorgcnommeii. Hierbei kam es zu 
Wacbslum von Raklcricn, die dcr bci dcr Calgutziichlung 
sclbsl gefundenen Flora cnlspracbcn. 

Die oricnticrcndcu Calgulkullurcn zciglcn, dass die drei 
crslgenanntcn Subslralc ausrcichcnd fiir die Vcrsuchc waren, 
weshalb alle spaleren Aussaalcn in dcnselbcn vorgenommen 
wurdcn. 

Die Subslralc wurdcn nach Iiicr im Inslitul angcwandicn 
Slandardmclbodcn bcrgcslclll und ausschlicsslich durch lb 
Minulcn Slcrilisalion im Wasserdampf bci 100'’ an 3 aufein- 
andcr folgcndcn 'J’agcn slcrilisicrl. Das Abfiillcn in die Irockcn- 
slcrilisicrlcn Kullurgliiser wurdc unmillcibar vor dcr drillen 
Dampfslerilisalion vorgenommen. Nach hccndclcr Slcrilisalion 
warden die Niilirboden nach drcilagigcm Slchculasscn bci .‘17” 
iin Tliermoslalcn konlrollicrl. Sclilicsslicli wurdc unmillcibar 
vor dem Rcimi)fcn cine crneulc Dampfslerilisalion fiir b Mi- 
nulcn mil nachfolgcndcr schncllcr Al)kiililung vorgenommen. 

Die angcwandicn Nculralisalionsflussigkcilen und das 
Wasscr wurdcn durch ^/isliindiges Auloklaviercu in konischen 
Koibcn bci 2 Almo.sp]iaren Druck slcrilisicrl und griindlich 
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auf ihre Sterilitat kontrolliert. Beim Alkohol wurcle die Steri- 
lisation jedoch durch Seitzfiltrierung vorgenommen.*) 

Das Auspacken des Materials geschah mit grosser Vorsichf 
imd der Knauel wurde mit einer sterilen Pinzetlc schnell in 
die Neutralisationsfliissigkeit iibertragen. Die Art imd Starke 
derselben variierte mit dem Gehalt des Fadens an Chemika- 
lien. Das Neutralisationsglas wurde danach fur einen Tag in 
den Thermostalen bei 37“ gestellt. Bei gewissen Untersucluin- 
gen, bei denen man es fur notig ansah, -wurde der Ncutra- 
lisationsprozess in einem neuen Glas fortgeselzt. 

Danach wurde das Material in einem Glas mil stcrilcin 
Wasser mindestens einen Tag lang ausgewassert. 

Nach beendeter Neutralisation und Auswiisserung wurdc 
der Knauel aufgeteilt — indem der ganze Knauel mit Pin- 
zetten oder Zangen festgebalten und mit langcn Scheren durch- 
geschnitten wurde — und auf 8 Kulturgliiscr vcrleilt. 

Wenn mehrere Knauel zu gleicher Zeit behandelt wurden, 
waren die Instrumente zu Beginn trockenslcrilisicrt und wur- 
den danach vor jeder Manipulation sehr sorgfiiltig in der 
Gasflamme flambiert. 

Die Halfte der Kulturglaser wurde bei 37“ unlcr aeroben 
Bedingungen in einem besonderen Thermostaten angebraclil, 
welcher nur zu den gleichen Versuchen verwendet wird. 

Die restlichen Glaser wurden in verschiedencr Weisc zu 
anaerober Ziichtung benutzt. 

Im Beginn kam eine von einigen Untersuebern cmpfohlenc 
Methode zur Anwendung: Ziichtung unter einem sterilen Pa- 
raffinpfropfen. Das Paraffin wurde — unmiltelbar nacli der 
Beimpfung — in geschmolzcnem Zustande direkt oben auf 
das Nahrsubstrat in einer ca. 5 cm holien Schicht zugefiilH. 

Die Zufullung des Paraffins ging mit Hilfe cincs besonders 
konstruierten Apparats vor sich, und das Erstarren des 
:^Pfropfens« kam zustande, sobald das Paraffin die kallc 
Oberflache des Nahrbodens errcichtc. 

Die Technik bereitete keine Schwicrigkeiten, doch ent- 
stahden solche, sobald es zu Wachslum von luftbildendcn 

■"^S^r haben wii* uns doch von autoclawiertcm Alkoliol be- 
nuizt 
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Baklerion kain. In dicscn Fallen wurclc der Parafl'lnpfro])fen 
von der cnhvickcllcn Lufl oben aus dem Glasc licraiisgcpressl. 
Alls dicsem Grundc kassicrlen ivir die Mclhodc nnd wandlcn 
bei unseren spiileren Versuclien aussebliesslieb Ziicblung in 
Zeissicrbehallern an. Die Beballer waren mil ciner olpuinpc 
(Lcybold) bis zuin Vakmim ansge])umpl worden, in welchcm 
dann die Ziiclilung vorgenoininen -wurde. 

Zur Orienliernng wiirdcn auch Kulluren in SUcksloff- 
almospluirc nnd 15 inm Kohlcndioxydalmospliiirc vorgenom- 
mcn; da jedoch diese Vorgang.sweisen keine Vorziige aufwic- 
sen, wurden die eigenliichen Versuche alle mil Ziicblung im 
Vakuum angeslelll. 

Die Zuchlungcn crslrecklcn sicli iiber cinen Zeilraum von 
niemals weniger als 3 Wochen. Wir haben elicnsowie fruhcrc 
Unlersuclicr ofl beobachlel, dass Waclislum ersl so spiil ivic 
am S. — 14. Tage einlral. Ausserdem zeiglen unscre Versuche, 
dass man von cincm aul'geleillen Kniiiicl, von dem belriichl- 
lichc Mcngen in jedem Kullurglas angcbraclil werden, sebr 
gul Wachslum nur in cinigen Gliisern bekommen kann, wiih- 
rend sicli andcre als slcril erweisen (s. die oben erwiilinlen 
Unlersuclumgen von Mackie). 

In den Fallen, ivo die Kullur Wachslum ergab, wurde 
Iteinziicblung der gewachsenen Baklcriemirlen vorgenommen 
imd dieselben dann auf ilirc Morphologic, ihr V’acbslumsvcr- 
halten und ihre Vergiirungsfahigkcil unlcrsuchl. 

Es isl bei dicsen Unlersuclumgen bi.sbcr nur gclungen, cin- 
zclne dcr isolierlcn Sliimmc zu idcnlifizicrcn, namlich ver- 
schicdcnc Kokken, Pscudolclanusbazillcn, Bacillus mcscnlc- 
ricus ruber imd Baklcricn dcr Sublilisgrujipc. 


Eiffcnc Vnlcrsuclinncjcn. II. 

Vntcr.s'iichnnf/ von Calunlprtiparcifrn niif Sierililal.sparantic. 

Mil dcr oben besebriebenen Mclhodc haben wir Calgul- 
packungen von f) vcrschiedcncn I'abrikjiriiparalcn unlcrsuchl, 
wclche alle mil Garanlic fiir Slerililiil vcrkaufl und an ebi- 
rurgi.scben Krankcnhausablcilungcn in Diinemark vcrwcndcl 
werden. 


Acta path. Vol. XX. 3 


29 
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Die Praparate warden von uns selbst hei autorhicr(cn 
T andlern eingekauft, in einzelnen Fallen wurdcn sie uns zur 
Untersuchung iin Rahmen mehr umfasscndcr Untersuchungcn 
uber die Stenhtat in Operationsraumen iiberlassen. Die quan- 
titativen Resultate sind in der Tabclh 1 wiedergegeben. in 


Tabelle 1, 


Die Tabelle zeigt die infizierte Catgutmenge bei 9 Fabrikpraparaten. 



Fabrikal 

Unlersuchte 
Faclensinrken : 

Unler- 
suchle 
Mengc 
Pack- i 
ungen 

davon 1 
infiz. 1 
Pack- 
ungen 1 

i 

% 

1 

Unicr- i 
suchle ! 
Mengc 
Meter | 

(lavon 

infiz. 

Meter 

V* 

I 

0—1—2 


5 i 

100 i 

250 : 

250 

100 

80 

II 

0—1—2— 3— 4 

! 9 

6 

67 

280 1 

225 

III 

0 

2 

1 

50 

100 

50 

50 

IV 

0 

3 

3 

100 

150 

150 

100 

V 

2 

n 

0 

0 

50 ; 

0 

0 

VI , 

0 

10 

10 

100 

5 

5 

100 

VII 

0 

2 

n 

50 

10 

5 

50 

VIII 

O 

1 

o 

o 

1 

i 3 

i 0 

0 

105 * 

0 

0 

IX . 

0-1—2 

3 1 

0 

0 

150 

0 

0 


38 

26 

68,4 



62,3 


der die Fabrikale mil romischen Ziffern bezeichnet sind. Aus 
der Tabelle gebt hervor, dass ein Drittel der Praparate Wachs- 
tum von alien untersuchten Proben gab, ein Drillcl gab 
Wachstum von einem betrachtlichen Prozentsatz dor Proben, 
und in einem Drittel gelang es nicht, Mikroben nachzuwciscn. 
68 % der untersuchten Packungen gaben Wachstum, was 
685 m (62 %) der insgesamt untersuchten 1100 m entspriebt. 

Die Beurteilung des Zuchtungsergebnisses wurde summa- 
risch vorgenommen, da wir auf koine sichcr konstaticrfcn 
klinischen Falle von Catgutinfektion gestossen sind. In Ta- 
belle 11 findet man eine schematische Angabe uber den Grad 
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Tahcllc IL 

Die Tal)eIIe zeigt die Verteilung der nachgewiesenen Bakterien 
(aerol3-anacrob, Luftinfcktion — Darminfektion). 


Fabrikat 



Lufl- 

infeklion 

Darni- 

bakterien 

I i 

+++ 

+++ 

+ 

+++ 

II 

A — ! — 1 

H — h+ 

1 

+++ 

III 


++ ! 



IV 



i 

+ 

V 

■BB 

BjBB. 



VI 

' +++ 1 

•• 

+++ 


+ 

VII 

i 

+ 

+ 


+ 


1 



i 

IX 






des acrobcn und anaerobcn Wachslums (Kolonnc I)* In Ko- 
lonnc II habcn wir als sichcr nachgcwicscne Darmflora 
( + + + ) Fallc bczeichnct, in dencn Be. inesenlericus ruber 
Oder Be. pseudotelani isoliert worden sind; als zAveifclhafto 
Darmflora ( + + ) haben wiv die Subtilisgruppe und niclit- 
idenlifizierte Sporenbildncr bezcicbnel und cndlich init 4- so\- 
che Fallc, in dencn nur Bazillcn der Subtilisgruppe nachge- 
wiesen wurden. Als spaterc Beiinischung (Luftinfcktion) ha- 
ben wir Sarzinen und Staphylokokken bczeichncL Pilze sind 
nur in cinzelnen Fallen aufgcfunden worden, zu cinem selir 
spaten Zeitpunkt der Ziichtung, und cs gab immer cin ent- 
sprechendes Wachstum aussen auf den Wattepfropfen und 
in den Anaerobenbchaltern. 

Die Tabellc zeigt, dnss in eincm Drillcl der Falle eino 
sichere Darmflora nachgcAviesen wurdc, in cinem Drittel al- 
leine Subtilis und nur in cinem cinzigen Falle cine Avalirsclicin- 
lich nach der Sterilisation cingelrelenc Beimiscliung. 


29 * 
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Diskussion. 

Mit einer im wesentlichen auf alteren Erfahriingcn auf- 
gebauten, jedoch in der Weise modifizierlcn ZuclilungsHic- 
fhode, dass zu jeder Kultur ein grosses Quantum Calgur (5-^ 
10 m in jedem Glas) benutzt und gleiclizcitig die MoglicJi- 
keit einer Luftinfektion auf ein Minimum reduzicrl wird, 
wurde Bakterienwachstum von 62 % der 1100 m Catgut nacli- 
gewiesen, die von 9 verschiedenen mit Garanlie fitr Slerililil! 
verkauften Fabrikpriiparaten herruhrlen. 3 Praparatc warcn 
steril, wahrend in 6 Praparaten konstant Baklcricn nachgc- 
wiesen wurden. Vergleicht man dieses Ergebnis mit cnlsprc- 
chenden Untersuchungen der letzten 15 Jahrc aus andcrcn 
Landern (Tabelle HI), so sieht man deutlich, dass die Calgul- 
frage noch existiert, und dass eine betrachtlichc Anzahl chi- 
rurgischer Abteilungen mit unsterilem Faden arbeitcn muss. 

Aus der summarischen Bewertung der Baktericnfimdc cr- 
gibt sich {Tabelle II), dass die bakterielie Beimischung nichl 
auf Infektion beim Einpacken oder Aufbewahren des Fadcns 
zuriickzufiihren ist, was gut mit dem aligcmcinen Eindriick 
ubereinstimmt, den man von der Sorgfalt bekommt, mit wel- 
cher der Faden meistens verpackt ist, oft iibrigcns in un- 
notig komplizierten Packungen. Man muss vermulcn, dass 
die Bakterienflora von dem Grundmateriale; dem Schafdarm, 
herriihrt, und dass die Schwierigkciten der HcrslcIIungs- 


Tabelle III. 

Untersuclier 

unslerilcs 

Calgut 

Riilloch 

1929 

770/0 


1930 

80% 

Mellenev & Chat field 

1931 

12 , 50/0 

Konrich & Zeissler 

1933 

80,7 "/o 

flock 

1935 

40,5<’,o 


1937 

12,5'’;o 

Christensen & Marcussen . 

1941 

62,30 , '0 
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inclhode dahcr in dcm Stcrilisicriingsprozcssc sclbsl liegen. 
Wenn dcrselbe nichl ausreichl, um sporcnbildendc Bakterien 
siclicr zu ioten, wird die Flora des Fadcns von deni Darm- 
material bcslimmt seiii, das zur Calgulhcrslclliing bcnulzt 
wird. In der vorlicgenden Unlersuchung wurden kcine sicher 
palhogcnen Bazillcn nachgcwiescn, noch freilich Sporenbild- 
ner, dercn Resistcnz im grosscn nnd ganzen der Resistcnz 
bei den anaeroben Wundbaktcrien enlsprach. Es bcruht da- 
her sichcriich auf ciner Zufalligkeit, ob die Iclzlercn in Untcr- 
sucluingen von bcschrankicn Catgulmcngcn nachgewiesen 
wordcn sind oder nichl, iind es sclieint bcrcchligl, daraiif 
hinzuweisen, dass cin grosser Prozcnlsalz der als »slcrilcs 
Calgiit« verhandcltcn Praparale nicht niir unsleril isl, son- 
dern aiich keinc Garanlie dafiir biclcn kann, dass die Bak- 
Icricnflora nichl hin iind wicder palhogcnc, vom Aiisgangs- 
malerial heiTiUirendc Wundbazillen umfasscu kann. 


Znsammenfassung, 

Bei Anwcndung ciner im cinzelncn beschricbcnen Tcch- 
nik, bei der cin bcsondcrcr Wert anf Benulzung grosser Men- 
gen zu jeder Stcrililalsprufung sowic auf Verhinderung von 
Luflinfcklion gelcgl worden ist, wurdc Baklcricnwachstum 
von 62 % von 1100 m mil Slcrililalsgaranlie verkauftem Han- 
delscalgul nachgewiesen. Die Proben slaminlcn von 9 Firmen; 
die Packungen von 3 Firmen waren steril. In den Packungen 
von den 6 anderen Firmen wurden Darmbaklerien oder Be. 
sublilis aiifgefunden. Nur cine cinzige Probe Hess auf spaterc 
Beimischung schlicssen. 
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HEREDITARY DIFFERENCES IN THE CAPACm^ 
OF GUINEA-PIGS FOR THE PRODUCTION 
OF DIPHTHERIA ANTITOXIN 

By Riga Fjord Schcibcl. 

(Received for publication June 2Glb 19i2). 

In 1932 — 34, at the initiative of the Commillec of Hygiene 
of the League of Nations, several institutes in various coun- 
tries carried out a number of comparative investigations on 
the antigenic effect of diphtheria anatoxin. The Danish State 
Serum Institute, Copenhagen, took part in these investigations, 
some of which were performed on guinea-pigs. Tluis wc had 
a good opportunity to ascertain the already realized fact that 
some guinea-pigs form no measurable amount of antitoxin, 
whereas others form abundant amounts. This observation led 
us to the idea that it might perhaps be practicable by selec- 
tion and inbreeding to segregate an accidental population of 
guinea-pigs into an antitoxin-producing strain and a nonanti- 
toxin-producing strain, and in this way to ascertain whether 
the differing reactivity of the two strains might be due to 
extraneous, more or less accidental factors or chiefly to he- 
reditary factors. 

The familial occurrence of diphtheria was realized already long 
ago. As early as 1877 and 1893 Jacobi (10) and Gotfstein (0) called 
attention to it. After the introduction of the Schick test, Park, 
Zinglicr & Lerota (14), Bundesen (2), Gi'aff ^ Ginsbpjg (T) tuul ot ler-^ 
j-eported that in their extensive application of the Schick le.st some 
families were found to present particularly many Schick-positne 
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individuals and others particularly many ncg-ativc. In the Schick- 
test investigation comprising IIC families, Hirszfcld & Hirszfeld (8) 
found that when both parents are Schick-positive, nearly 100% of 
tlie children are Schick-positive, too, and when one of the parents 
is positive and the other negative, about half of the children are 
positive, whereas only about one-third of the children are positive 
when both parents are negative. On the other hand, Rist & Weiss 
(16) found no constant conformity between the reactions of mothers 
and their children. 

Naturally, no e.xact conclusions concerning hereditary aspects 
maj^ be drawn from a material when no control is practicable with 
regard to such decisive factors as exposure and degree of infection. 
Indeed, the various authors are very cautious in this respect, ad- 
vancing merely the hypothesis that the capacity for antitoxin pro- 
duction probably is hereditary and dependent on a dominant Men- 
delian gene (Hirszfeld & Hirszfeld (8, 9)). 

From examinations with the Schick test in Copenhagen and 
from statistical treatment of the results reported by previous in- 
vestigators, Rosling (17) arrived at the conclusion that the capacity 
for antitoxin production probably depends on a single IMendeiian 
factor of incomplete dominance. 

In studies on twins, various investigators found the discordance 
percentage for the morbidity in diphtheria to be about the same 
for uniovular and biovular twins, being respectively 44 — 51 % and 
56 — 62% (c. (/., Weitz (25, 26), Gobbing (5), v. Verschuer (2*1)). This 
is not indicative of any hereditary factor, but it has to be kept in 
mind that the given percentages merely represent a count of cases 
irrespective of natural antitoxin, milieu and other contributory cir- 
cumstances. 

In his studies on twins, reported in 1937, Btihler (3) has in- 
vestigated this question somewhat more systematically, measuring 
the antitoxin titer in 24 pairs of uniovular tudns and 15 pairs of 
biovular twins before and after active immunization with two in- 
jections of a diphtheria vaccine. His results showed an equally 
great discordance between the titers observed in the uniovular twins 
and in the biovular — before as well as after the vaccination. From 
these findings be arrived at the conclusion that the capacity for 
antitoxin production cannot be of hereditary nature. He fails to 
give any information, however, as to the diphtheritic history of the 
individual twins or their infectious aspects. A possible divergence 
in these respects might conceivably be the cause of the discordances 
observed, not only in natural immunity but also in the maximum 
titers, as it is well known that sensitized individuals react on a 
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Besides, it seems to me that the maximum titer is too s,Kn„M-n 
o surrounding factors to he suitable as a cr^elirn " SSt 
estigation and that the difference in titer is rather to he regarded 
a modification of the same genotype according to the cxlernnl 
conditions. This view finds support in the following quotation from 
Kuhns lectures on inheritance (12): ,,Die Erbanlagen bestimmen 
nicht die Ausbildung von Merkmalen scldechfhin, sondern die Re- 
aktionsnorm, die Art, wie die Zellen auf bestimmte Entwicklungs- 
reize antworten. Aus Keimen mit gleichem Genotypus konnen sicli 
sehr verschiedene Individuen als Modifikation ausbilden, jenacli den 
Aussenbedingungen, unter denen sic sich cntwickeln.« 


Only a few experimental investigations on animals have been 
reported. In 1905, on titration of diphtheria toxin, Theobald Smith 
(21) noticed that the great differences in the resistance of the guinea- 
pigs varied more from one strain to another than from one individual 
to another of the same strain. A few breeding experiments cor- 
roborated his assumption that the resistance was of hereditary 
nature, but from subsequent experiments (22) he became convinced 
that the increased resistance in the offspring of resistant animals 
is due to passive immunity transmitted from the mother to the 
offspring, as only mothers that were treated preliminarily with 
toxin-antitoxin mixtures (rather strong active immunization) had 
more resistant offspring, whereas this could not be demonstrated 
with certainty in the offspring of animals that were treated pre- 
liminarily with toxin alone (slight active immunization) or with 
serum alone (passive immunization). The author thinks, however, 
that the reaction of the mothers is a »family property«. He thus 
considers the capacity for antitoxin production to be of genetic 
nature but he has not been able to demonstrate this for the re- 


action of untreated animals on injection of toxin (resistance). 

The ne.xt e.xperiments, as far as I have been able to find out, 
were not carried out till 1937 when Prigge (15) reported his findings 
on immunization of guinea-pigs from 5 different strains with varying 
doses of diphtheria anatoxin. One batch of animals were picked out 
from a genetically inhomogeneous animal material, whereas 4 bai- 
ches were selected from four strains that had been inbred by 
brother-sister pairing through many, generations. Prigge found that 
it required a considerably smaller amount of antigen to immunize 
50 % of the animals from one inbred strain and from the genetica ) 
inhomogenous material against a certain amount of toxin t mn 
required for the animals from the remaining three strains, nnl 
that two of the inbred strains did not show tlie extreme va 
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observed in the other three batches of animals. These two inbred 
strains showed a very slight range of variation, whereas the in- 
homogenous strain and the remaining two inbred strains presented 
about the same, far gi'eater, range of variations. On the basis of 
the results observed, Prigge emphasized the importance of working 
Avith a genetically well-kno\TO animal material, but he did not 
venture to draw any genetic conclusions from his findings. As to 
such conclusions, z’eference is made to a subsequent Avork by Pro- 
fessor Krdning — but this work has not been published yet 

As illustrated by this brief rcAueAV of the literature, the 
A^arious inA’^estigators differ a good deal in their view of the 
problem. 

Opinions are more in harmony AAuth regard to the question 
about the resistance to bacterial infection. In this field a great 
number of genetic inA-estigations have been reported, the 
authors of which haA^e been fairly consonant in concluding 
that increased as well as loAA^ered resistance appear to be 
hereditary properties. These studies on resistance fall some- 
AA^hat outside the scope of the present work, hoAvever, and I 
shall therefore refrain from reviewing them here and merelj^ 
refer to the excellent reAueAv of this question gh^en by Bradford 
Hill (1). 


Experimental, 

The AA^ork here presented was aimed entirely at the capa- 
city for antitoxin production, not at possible differences in 
resistance. The studies AA^ere carried out as folloAvs: 

From a number of immunizing experiments AAith diphtheria 
anatoxin on guinea-pigs that had been carried out for other 
purposes, a selection Avas made of males and females AA’^hich 
had formed abundant amounts of antitoxin, and another 
group of males and females AAdiich had shoAAm no measurable 
antitoxin formation in response to the same dose of antigen 
or, in some instances, CA^en a greater dose. The population 
from AA^hich these animals w’^ere selected AAms of unknov?n ge- 
netic composition, the animals originating from four or fh^e 
breeding centers. The animals Avere paired after this plan: 
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animals with a measurable antitoxin content of the blood 
were paired together, and animals without measurable anti- 
toxin were restricted to their kind. Tliis made altogether If) 
pairs of the first kind, 5 of the second. These pairs con- 
stituted »Pj good« and »Pj poor« respectively for the good 
and the poor antitoxin-producing strains. 

Gradually, as the pairs had offspring, the young were re- 
moved from the mother and separated in males and females. 
When the young had reached a weight of about 2r)0 g. — 
which corresponded on an average to the age of 2—3 nionlbs 
— they were immunized by a single subcutaneous injection 
of 1 cc. of raw diphtheria anatoxin, prepared from Marlin 
broth. The same anatoxin which contained 10 FI. U. per cc., 
was used throughout the experiment. Four weeks later, a 
sample of blood was taken from each animal by heart punc- 
ture, and its antitoxin content was measured by intraculancous 
titration on rabbits after Claus Jensen’s method (11). From 
the offspring (»Fj good«) of Pj good a selection was made 
of the 10 males and 10 females that showed the highest anti- 
toxin titer; and they were paired together, making P, good. 
From the offspring poor«) of Pj poor, a selection was 

likewise made of 10 males and 10 females but without any 
measurable amount of antitoxin in the blood (i. c., ^ l/KKIfl 
A. U. per cc.) and they were paired together, making 10 pairs 
of P, poor. 

This regimen was continued through six generations of 
the good strain and five generations of the poor strain. As 
far as possible the inbreeding has been carried out exclusively 
with sibs. Only in a few instances where this was impractic- 
able, animals from a corresponding family of the same ge- 
neration were used for the pairing. An account for the last 
generation of both strains showed that no difference could 
he ascertained in the results for the puie brother-sister linc. 
and for the lines with crossings. In the following, therefore, 
the material will be worked up as being uniform in this re- 

SDGCt 

In the good slroin, 0 ot the original 10 families conl.l he 
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carried through to the 6th generation (1 family was stopped 
at the 3rd generation, 3 families at the 2nd generation). 
In the poor strain the original 5 families were all carried 
through to the 5th generation. Each pair of parent animals 
has been kept in experiment for 2 years, unless this was 


Generation 

F, 


Fs 


Fs its 


Fe 


Diagram L‘) 


.. „„ 0.045 
14 mn {J2+) 


37 


-oS 


0.081 

UB+H 


0.20 

(15^1 



(18i 


Of. 0.087 
(13^) 


116 


0.031 


y. 0.024 
116 ^ 2-1 


45 


0.049 
( 19-^2 -J 


f p\ 0.087 Jy 0.08 A 


75 


0.031 

(200 


0.11 

(110 


( 10 * 1 -) '^^( 10 ^ 2 -) 


103 


0.018 


,0 0.11 

3P///V-; 



49 


69 


87 


0.11 

(14-^) 


0.13 

(m 


0.17 

(M 


11'3 0.1 0 

113 


*) ETplaiuilion of the Pedigrees m Diagrams I and 2. 

The figures holweon the lines give the number of the parental 
pair. The perpendicular linos moan that the inbreeding has taken 
place by pairing of sihs, while oblique lines signify pairing witli 
offspring of a corresponding family of the same generation. The 
figui’e and sign affixed to oblique lines show from which pair the 
animal originated and its sox. 
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interrupted by intercurrent death; and in this period each 
pair has on an average had altogether 12 young in 5 lillers. 
By keeping the P animals in experiment for such a long period 
it has been possible to obtain a fairly equal distrihulion of 
young over all the months of the year, as it ^Yas hoped that 
by this regimen it might be possible to counterbalance Ihc 

Diagram 2. 


Oenerdtion 



gl’ "s «.o Tmi."! 

,l,c respective pairs. + allrecd _ gives Uie number 

: 17 „rg‘;— a^r— e amount a. anIH.sIn In Ibeir 

titer (A. U. per cc. of serum; 
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seasonal variations in the antibody production. (This question 
will he dealt with more thoroughly below). In this way, fur- 
tliermore, it has also been possible to ascertain whether there 
was any consistency in the reaction of the various litters 
within the same family, and to carry through parallel lines 
within most of the families and thus ascertain whether the 
mode of reaction observed was characteristic of the family 
concerned. 

The families within the two strains showed a pronounced 
agreement, so that it will suffice here to present the pedigrees 
of one family from each strain to illustrate the course of their 
inbreeding. 

Diagram 1 shows that in all the lines descending from 
the 14th pair only a few non-producers were born and that 
they were encountered yet in the 6tli generation. The anti- 
toxin titers vary somewhat from one generation to another 
and from one line to another, though without deviating in 
any marked degree. 

In comparison to Diagram 1, the strain in Diagram 2 
shows numerous non-producers and, consequently, lower anti- 
toxin titers. Here, too, the various lines show good agree- 
ment in this respect. 

Curves 1 and 2 show the percental distribution of anti- 
toxin producers ( + ) and non-antitoxin producers ( — ) among 
the total outcome in each generation and the total number 
of young in each generation (the figures in parenthesis along 
the axis of abscissas for the good strain and the poor, re- 
spectively). In the accidental population from which the 
animals were picked out, the distribution after immunization 
and antitoxin titration was 56 % antitoxin producers and 
44 % non-producers in a total of 150 guinea-pigs. As seen in 
Fig. 1, the inbreeding of the antitoxin producers has altered 
this percentage even in Fj to 97.5 % producers and 2.5 % 
non-producers. In spite of continued pairing between the best 
antitoxin producers, no additional decrease in the percentage 
of non-producers was obtained, the percentage remaining at 
about the same level through the following five generations. 



^ 0.001 A.U. .per ec. ^PRODUCER, 
<0.001 A.U. per ce. (NON- PRODUCER,-] 

CURVE 1. 

GOOD STRAIM. 




F;[75] ^679] ^[225] 1^562] ^[69] 
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Curve 2 shows that the pairing between the poor antitoxin 
producers has not resulted in any increase in their number 
in Fj, the distribution being here 53.4 % producers and 46.6 % 
non-producers. F, shows a slight preponderance of non-pro- 
ducers (54.8 %), and the continued selection causes a steady 
increase in the number of non-producers, giving 88.5 % non- 
producers and 11.5 % producers in Fj,. 

So, in the course of the relatively few generations here 
concerned the original population has been segregated dis- 
tinctly into a good antitoxin-producing strain and a poor one. 


Heiffht of Titer. 

To get an idea about the effect of the inbreeding upon 
the height of the titer, tire average titer (x) is calculated for 
the total number of young in each generation after the 
formula 


^ M + + 

^ ~ , 

n 

in which x is the logarithm of the measured antitoxin titer, 
and n is the number of observations, animals without 
measurable antitoxin being reckoned as having 1/1000 A. U. 
per cc. The anlilogarithin of x is given in Table 1. 

Tabic 

Aniitoxm Content of the Sernvi in All the Young, 
Geometrical IMcan. 

A. U. per cc. of scrum. 


Good strain 

Fi 0.036 

F2 0.043 ! 

Fb 0.079 |F4 0.071 ' 

IFb 0.068 

Fo 0.042 

Poor strain 

Fi 0.0058 

'Fo 0.0017 1 

1 

Fs 0.0029 ! F 4 0.0030 

10 

0 
0 
i 0 

1 

: u. 



In eveiy generation the titers of the poor strain have been 
so much lower than those of the good strain that it is safe 
of exclude the possibility that the differences might be due 
to accidental factors* The matter stands differently, however. 


Acta path. Vol. XX. 3 
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.0 be asce..„e. ^Seete ZslXlH- 

of them follow, the Ia,v of normal bislribulL I S T" 
garithms of the titers in such studies arc found in 
essentially nearer normal distribution than the titers tZ7 
selves the calculations have been carried out Nvith il,c 
loganthms of the titers. Probit cun.s for each grneratio: 
are calculated by employment of Table 9 in Fisher & Yale’s 
>>Statistical Tables« (4). They all showed a markedly cim-ed 
orm, which means that the distribution was not normal 
and that the ordinary calculations of the standard deviation 
hence would serve no purpose. 


As only the antitoxin producers are interesting in this 
connection, however, the probit curv’cs were examined for 
these producers, with omission of all animals showing an 
antitoxin content S 1/1000 A. U. per cc. of serum. These 
curves were found to be straight lines, so that it was safe 
to reckon that the logarithms of the titers found in these 
animals were distributed normally. Tlien the mean of these 
logarithms was calculated as described above. The anti- 
logarithms are given in Table 2. 


Tabic 2. 

Antitoxin Content of the SeriLm in the Young with > 0.001 A. V.pcrcc. 

Geometrical illean. 

A. U. per cc. of serum. 



Fi 

■1 

1 

■a 

1-5 


Good strain 

OMO 

1 0.057 

1 0,093 

0.076 

0,093 

0.0.10 

Poor strain 

0.020 

0.032 

! 0.028 

' 0,020 

; 0,020 



After this, the standard deviations were calculated after 
the following principles; 
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For a single series of observations (generation) the variance 
(s=) was calculated after the formula 


S“ = 


2 (x,. — x)2 


n — 1 

in which x^, — x are the deviations of the logarithms of the 
titers from the mean and n the number of animals. 

The variance gave tlie following values for the individual 
generations in the tw’o strains: 


Good strain 
Fi 0.2081 
Fc 0.2489 
Fa 0.2406 
F4 0.2183 
Fu 0.2S20 
Fc 0.2791 


Poor strain 
0.3198 
0.2457 
0.2420 
0.2146 
0.2457 


Thus the variance has not undergone any change in the 
course of the generations. It was safe, therefore, to reckon 
with a mean value which was 0.2347 for the good strain, 
0.2518 for the poor strain. 

This observation is in conflict with the view of Prigge (15) who 
thinks that inbreeding lowers the standard deviation. 

In the cited paper, nothing is said about the standard deviation 
in the preceding generations or about the number of these genera- 
tions. In a private communication, however, Prigge states that the 
two strains which showed the least standard deviations were inbred 
through most generations and that the number of generations was 
considerably higher than the 6 we are dealing with in the present 
studies. Perhaps this explains the divergence, as it is possible, in- 
deed, that a change in the standard deviation would manifest itself 
only after inbreeding for considerably more generations than ob- 
served here. 

The mean error of the difference (ME (d) ) was then 
calculated after the formula 


ME 




+ 


s- 

' — J 

02 


30 * 
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in which and n, are the number of animals in the two 
series that are to be compared. Whether the difference, D, 
between two mean titers is significant is then tested* bv 
^Students t« (4, Table 3) : 


D 

"me (d) 

for which the following values were found: 


Good strain 
t 

Fi— Fa + 2.43 
Fa— F3 +3.50 
Fa — F4 — 0.65 
F4 — Fg +0.15 
Fs— Fc —2.54 


Poor strain 
t 

Fi— Fa +0.84 
Fa— Fa —0.31 
Fa— F-i — 1.09 
F4 — Fs — 0.00 


Good strain contra 
poor strain 
t 

Fi— Fi + 1.45 
Fa — Fa + 2.90 
Fa — Fa + 6.11 
F4 — F-i + 6.91 
Fe— F s +3.06 


In such calculations it is primarily taken for granted 
that the two means which are to be compared are alike. 
If this is correct, a t of at least 1.96 vnll be found in only 
about 5 % of the cases (4 Table 3). For this reason, the 
hypothesis is usually discarded when t ^ 1.96. 

For this material it means that there is a significant rise 
in the height of the titer within the good strain until the 
3rd generation, insignificant variations in the next two genera- 
tions, and a distinct decrease in the antitoxin production 
in Fg. 

One might feel tempted to look upon the rise in the first 
three generations and the stagnation in the next two as proof 
that the height of the titer was dependent on hereditary fac- 
tors and brought to its maximum in Fg through selection 
and inbreeding. Tliis assumption is disproved, however, by 
the fall in F^. 

It has not been possible to find anj' reasonable explana- 
tion of this fall. On going through the surrounding control- 
lable factors, the experimental conditions appear not to have 
undergone any change. Thus, there has been no accidental ac- 
cumulation of offspring in the seasons unfavorable to the 



477 


antitoxin production, and deaths from intercurrent affections 
have not been more frequent in this than in the preceding 
generations. If so, it would have indicated a general degenera- 
tion of tlie strain. So the fall in titer cannot he lexplained 
simply as a phenotypical change brought about by the ex- 
perimental conditions. On the other hand, it was to be ex- 
pected that a genotypical change resulting from the inbreeding 
and selection would have manifested itself at any rate by a 
maintenance of the antitoxin level that the animals had at- 
tained. This instance lends support to the objection raised 
(on p. 3) to the employment of the height of the titer as a 
genetic indicator. 

The antitoxin production in the producers in the poor 
strain has not changed under the selection and inbreeding. 
Here the variations in the height of the titer from one gen- 
eration to another have only been insignificant. 

On the other hand, there is a distinct difference between 
the corresponding generation in the two strains, except in 
F^, the producers of the good strain in the following 4 genera- 
tions producing more antitoxin in response to the same amount 
of antigen than do the producers of the poor strain. 


Seasonal Variations. 

In the present studies, where it has been possible by em- 
ployment of the same anatoxin for immunization of all the 
animals to carry through the experiment with a constant dose 
of antigen, and where the intracutancous titration method 
affords a biologically accurate expression for the effect, 
while continuous inbreeding of animals with known antitoxin 
content is rendered practicable by the safe treatment, the 
conditions should be the best possible for a decrease in — 
or elimination of — any influence from extraneous non- 
specific factors. Nevertheless, there will always be some cir- 
cumstances that cannot be avoided, and which may influence 
the outcome of the experiment to some extent. Here, no doubt, 
the most important factor of this kind is to be found in the 
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aforementioned seasonal variations, that is, the dependency 
of the antitoxin production on the seasons. This, which is *a 
well-known fact in immunization of guinea-pigs against diph- 
theria, has been described in detail by Th. kladsen and Schmidt 
(13) and by Schmidt and Fjord-Nielsen (20) who showed 
that the antitoxin production is distinctly weaker in animals 
immunized in the winter and spring than in animals im- 
munized in the summer and autumn, and also that an extra 
addition of vitamins to the winter food resulted in some in- 
crease in the antitoxin production though not sufficient to 
counterbalance the difference. 

In the experiments here described, as mentioned, each pair 
of animals were kept in experiment for twm years, in order 
to ensure that the immunization periods for the offspring in 
each generation were distributed fairly equally over the 
various seasons. 

Table 3 show's this distribution and the number of non- 
producers in each period. The aforementioned previous ex- 
periments (13, 20) had showm that the most favourable time 
of the year for diphtheria immunization falls in the months 
of August, September and October. For tliis reason, in Table 
3 the year is divided into quarters, commencing wdth the 
month of February. The immunization period is reckoned 
from the day on which the injection of antigen w'as given, 
so that, for instance, animals immunized in April are reck- 
oned under the 1st quarter, even though the sample of 
blood was not taken till some day in the month of May. 

The number of immunized animals varies a good deal 
from one quarter to another, but on the whole their dis- 
tribution may be said to be fairly equal for both strains. 
The few' non-producers in the good strain are found chiefly 
in the 1st and 4th quarters in all six generations, and thus 
we cannot leave out of consideration the possibility that their 
failing antibody formation might have been a phenotypical 
variation due to the unfavorable season, rather than a geno- 
typical difference, making the strain actually more pure than 
indicated by the percentage in general. On the other hand, the 
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Tabic 3 . 

Total Nnvibcv of Immunized Yoxing and of Non-prodncers 
pci' Quarter Year,*) 



V Quarter 


3’ Quarter 



2’— 4’ 

months 

39 


]8’-10’ 

months 



Good strain 









I'l 

1/42 

( 2 . 40 / 0 ) 

1/32 

(3.1o,'o) 

0/24 

(0) 

1/21 

(4.8o,o) 

Fs 

1/39 

( 2 . 50 / 0 ) j 

1/25 

(40, ' 0 ) 

2/31 

( 6 . 70 / 0 ) 

8/54 

(14.8o,o) 

Fn 

1/14 

( 7 . 20 / 0 )! 

0/30 

(0) 1 

1/.37 

( 2 . 70 / 0)1 

2/28 

(7.20, 0 ) 

F4 

1/35 

( 2 . 90 , 0 ) 

0/27 

(0) 

0/51 

(0) 1 

2/41 

( 4 . 90 / 0 ) 

F5 

4/20 

(200, 0 ) 

1/15 

( 6 . 70 / 0 ) 

1/40 

( 2 . 50 / 0 ) 

1/24 

(4.2", 0 ) 

Fc 

1/10 

(lOO/o) 

0/11 

(0) 

0/1 G 

(0) 1 

2/21 

( 9 . 50 , 0 ) 

Poor strain 



j 






Fi 

15/25 

(COo/o) 

G/21 

(2S.Co,o) 

3/13 

( 23 . 10 / 0 ) 

11 /iG 

( 68 . 70 , 0 ) 

Fn 

21/32 

(05.50, 0 ) 

1 23/15 

( 51 . 30 / 0 ) 

30/59 

(51o/o) 

24/42 

( 57 . 10 , 0 ) 

Fa 

37/45 

(82.30, „) 

' 18/27 

(6G.Go,o); 

45/SG 

(52.30, ' 0 ) 

55/67 

(820,0) 

F4 

2G/20 

(900, 0 ) 

14/lS 

( 77 . 70 , 0 ) 

42/GS 

(Gl. 70 / 0 ) 

35/47 

( 74 . 40 , 0 ) 

Fa 

5/G 

(S3..5o,o) 

11/13 

(S4.50,o) 

lG/19 

(84.20, 0 ) 

! 29/31 

(93..5",„) 


occurrence of non-procluccrs in the most favorable period — 
the 3rd quarter — as laic as has to he inlerprclcd as 
evidence of a not coinplole homozygosis. No essential shift 
appears to take place in the distribulion in the course of the 
generations, but the small number of non-producers naturally 
precludes any decisive estimation of this point. 

In the poor strain, shows a distinct decrease in non- 
producers in the two summer quarters, but in the following 
generation the difference l)ctwccn the quarters diminishes 
more and more, and in the fifth generation it is all gone. 
So the marked increase in non-producers in this strain can- 


*) The figure to the right of the stroke gives the total number 
of young that were immunized in the respective quarter. Tlie figure 
to the left of the stroke gives the number of the young that did 
not produce a measurable amount of antitoxin. Tlie percental 
proportion of the latter is given in brackets. 
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not be attnbutable to any accidental aggregation of young 
n the periods most unfavorable to antitoxin production; it 
as to be ascribed to an increase in bomozygosis with regard 

to acking genes for antitoxin production due to the selection 
and inbreeding. 



2 3 4 quarter 


Curv'e 3 gives for each quarter the antitoxin titer observed 
expressed by the logarithm of the geometrical mean for all the 
titers in each period. In the case of the good strain, the seasonal 
variations are plainly evident. A commencing rise in the titer is 
seen in the 2nd quarter, reaching a pronounced maximum in 
the 3rd quarters, and falling markedly in the 4th and Isl quar- 
ters, which are fairly alike in this respect. Tlie curves for the 
sixth and first generations are practically identical. Evidently 
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Ihe inbreeding and selection have not been able to alter the 
mode of reaction of the strain to the conditions resulting in 
the seasonal variations. This is quite in harmony with the 
quoted experiments reported by Prigge (15) who stales that 
all his strains showed typical seasonal variations. 

The immunization curve for F, of the poor strain shows 
the usual typical form. Tlic curve for Fo is more flat; still, 
like that for F^, it has its maxiinum in the 3rcl quarter. F., 
shows about the same licighl of titer in the 2nd and 3rd 
quarters, when it is still distinctly higher than in the winter 
period, whereas the curve for is strikingly flat, with merely 
an inconspicuous maximum in the 2nd quarter. Tliis might 
indicate that the antitoxin-producing faculties in this strain 
gradually arc so poorly developed that the slimulancc as- 
sociated with the summer quarters is no longer sufficient to 
produce any demonstrable increase in the effect of the an- 
tigen injection. 


Discussion. 

In the aforementioned (p, 3) work by Theobald Smith 
(22) it says that the observed increase in resistance to in- 
jection of toxin is due to passive inimunilj" Iransmiltcd from 
the mother to the young. My experiments, involving exclu- 
sively tile young of actively immunized mothers, naturally 
imply tlie possibility that the antitoxin found in the offspring 
may have been of passive nature. The most rational way of 
ensuring against this possibility would have been to take a 
sample of blood from all the young prior to the active im- 
munization and determine the antitoxin content of the blood 
at that time. The procedure of heart puncture itself is as- 
sociated with a certain mortality percentage, however, and 
for this reason I did not wish to lake more samples of blood 
than absolutely necessary. Both Theobald Smith (22) and 
Siidmersen & Glcnny (23) stale that the congenital passive 
immunity it not demonstrable for more than 2 — 3 montlis 
at the most. In my experiments the young were actively im- 
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munized at this age. and no sample of blood for antitoxin 
determination was taken until one month later, that is, at a 
point of time when all passive antitoxins should liavc been 
excluded. Siidmersen & Glenny (23) further stale that ibe 
active immunity of the mother is not demonstrable after a 
period of about two years, and that tlic congenital iimmmily 
of the offspring and its duration depend on whether they 
are born early or late in the immune period. If in my ex- 
periments the antitoxin found in the young had been of 
passive nature, it would have been possible to ascertain a 
fall in the height of the titer in tlie litters that were born 
last in the 2-year experimental period. This was not the case, 
however, and hence 1 have found it warrantable to leave a 
possible passive immunity out of consideration. 

Considered the reported results under one, I think they 
have to be taken to prove that the capacity for antitoxin 
production as well as its absence in guinea-pigs is of here- 
ditary nature. By selection and inbreeding it has been pos- 
sible to separate the two properties, although this did not 
result in isozygosis in either strain. In view of the relatively 
few generations here involved, this is really not surprising, 
for according to calculations reported by other investigators 
(e. g., Schafer, 19) the production of isozygosis requires at 
least 30 generations. Whether the reaction be due to several 
hereditary factors or depend on a single gene, is not de- 
cisively exddent from these experiments, but the strong in- 
fluence of the inbreeding in the course of a few generations 
is not suggestive of any complicated gene construction. 

Nothing is found to suggest that here we arc dealing with 
a sex-linked property as all calculations concerning the dis- 
tribution of producers and non-producers, as well as the height 
of the titer, turned out alike for males and females. 

I have not considered my strains sufficiently pure for the 
performance of crossing experiments. Ihcrcforc, the material 
offers merely certain suggestions as to the mode of inheri- 
tance of this property. The fact that one generation in the 
good strain brought the number of antitoxin producers up 
to over 90 %, while in the poor strain it took five generations 
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to obtain a similar high percentage of non-producers, is sug- 
gestive of dominance of the antitoxin-producing faculties. This 
is in harmony vith the view of tlie aforementioned authors 
(9, 17). 

The two strains showed no difference in the increase in 
weight. In both strains the fertility decreased in the course 
of the generations as Pj of tlie good strain had on an average 
13 young per pair as against 7 in Pp, and the poor strain had 
16 in Pj as against 6 in P.,. 

An analysis of the deaths from intercurrent lesions showed 
no increase in their number in the course of the generations 
for the F animals — i. e., animals with an observation period 
of only 2 — 4 months. In both strains the numher of such 
cases varied between 3 % and 10% in the various generations. 
On the other hand, the P animals, with an observation period 
of about two 5 'cars, showed a distinct lowering of the re- 
sistance in the last generation. Here the number of intercur- 
rent deaths increased from 15 % for Pj to 50 % for Pp in 
the good strain, and from 20 % for P^ to 38 % for P^ in the 
poor strain. 

I have not had occasion to trj' out the reaction of the 
two strains to other antigens, and thus it has not been as- 
certained whether the demonstrated differences in faculty for 
immunization are specific of the diphtheria antigen. But the 
intercurrenl deaths, which most often were due to pneumonia 
— and in a few cases to pseudotuberculosis — have been 
distributed evenly among the two strains in all generations, 
showing that the resistance to certain bacterial infections is 
independent of the hereditary' factors governing the produc- 
tion of diphtheria antitoxin. 


Siimmarij. 

By selection and inbreeding of guinea-pigs in which the 
diphtheria antitoxin content of the scrum was known, it has 
been possible to segregate an accidental guinea-pig population 
into a good strain and a poor strain of antitoxin producers. 
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ON THE DEMONSTRATION OF NEOPLASTIC 
CELLS IN THE SPUTUM-) 

By H. H. Wandttll. 

(Received for publication June 2Gth 19i2). 

During the last decade various reports on the occurrence 
of neoplastic cells in the sputum have been published by 
English authors (Dudgeon & Wrigley, Roodhousc Gloync, 
Barrett). 

It appears from these works that neoplastic fragments are 
demonstrable in the sputum in a large number of cases of 
malignant tumours localized in the respiratory tract, and 
that the histological type of the tumour may as a rule be 
distinguished on the basis of the findings in the sputum. 

I 

TJie method used for preparing the specimens for cytological 
examination is the following modification (Roodhousc Gloync) of 
that of Dudgeon & Wrigley: G film preparations are made from each 
specimen. The wet-films arc fixed for 20 minutes in Schaudinn's fluid 
(one volume of absolute alcohol to two volumes of saturated aqueous 
solution of mercuric chloride with a couple of drops of glacial acetic 
acid added immediately before use). By thereupon transferring the sli- 
des to methylated spirit to which a few drops of tincture of iodine 
have been added and leaving them immersed for 20 minutes the 
excess of mercuric chloride is washed out. The excess of iodine is 
removed by covering the slides for 5 minutes with a solution con- 


*) This work was carried out with support from The Danish 
Anti-Cancer League. 
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S nf , thiosulphate, 7,5 gm., alcohol 90%, 100 gm and 

dist lied water, 450 gm. The preparations arc ul;n llSZ 

m/rT (Hanson or Marc;', 

minutes, whereupon they arc countcrstained with eosin l®/w 

for 3 minutes. They are then dehydrated witli alcohol in increasiiiir 
concentrations and cleared witli xylol^dammar. 

The spiiliim from cases of slight, unspecific inflammalory 
changes in the respiratory tract contains epithelial cells of 



Fiff. I. 

Large epithelial cells from the oral cavity or pharynx as well ns 
quite considerably degenerated leucocytes. 

different origin, emigrated blood-cells and phagocyling cells. 

The epithelial cells are of various types according to their 
point of origin. From the oral cavity and the pharj'iix one 
encounters large, polygonal epithelial cells with an abundant, 
easily eosinophil cytoplasm and a small, dark, centrally pla- 
ced nucleus (Fig. 1). From the nasal eaxity', the trachea, and 
the bronchi there will be columnar epithelial cells with ha- 
sally placed, fairly large, dark nuclei (Fig. 2). In the pre- 
parations the epithelial cells are frequently lying in plaques 
of 3 — 4 with contiguous borders. 

The cells migrating from the blood stream, leucocytes, 
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lymphocytes and erytlirocytes, look much the same as in 
other parts of the organism; the leucocytes are, however, 
frequently the seat of degenerative phenomena (Fig. 1 and 2). 

The phagocyting cells (macrophages) encountered in the 
sputum are the cells which formerly were termed alveolar 
epithelia. These are large cells, rich in protoplasm, with round 
or oval nuclei. The latter are rather small compared with the 
size of the cell and their structure is loose with a distinct 



Fig. 2. 

Cylindric epithelial cells from the trachea or bronchi. Leucocytes 

well-preserved. 


nuclear membrane and as a rule one single nucleolus (Fig. 
3). In the frequently vacuolated cytoplasm one may find pha- 
gocyted particles, coal dust, blood pigment (heart failure 
cells), or cell remains, e. g. erythrocj’tes or leucocytes. Tliese 
are often encountered in the preparations in lumps or strands, 
clustered together with contiguous borders, hut never ad- 
hering to the neighbouring cells. 

In cases of more pronounced inflammatory conditions of 
the bronchi and lung parenchyma, other varieties of cells 
may be met until, but as a rule the process is represented in 
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the sputum by an increased number of the while blood cor- 
puscles and the macrophages. In case of hemoplyscs there will 
be numerous erythrocytes. 

Any tumour localized so that its surface reaches the in- 
side of the respiratorj^ tract — whether this be due lo the 
fact that this is its primary site or it has ulcerated through 
the mucous membrane from without — is capable of causing 
neoplastic cells in the sputum. Findings of malignant cells 



Fig. 3. 

jSIacrophagcs, 

in the sputum may thus be due to a carcinoma of the oral 
cavity, the larynx, or the lungs. On account of the easy acces- 
sibility to the carcinomas of the oral cavity and the. larynx 
the cytological examination of the sputum from these dis- 
eases will hardly attain the same degree of importance as 
in cases of pulmonary carcinoma. 

The relation of the cells to the surrounding tissue, i. c. 
the invasive growth, is one usual sign of malignancy which 
is missing in the sputum. One can only base one’s conclu- 
sions on the appearance of the cells which depends uiwn 
the type of the tumour from which they arise. At the same 
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lime, however, there are certain common features which in 
a decisive manner distinguish neoplastic from normal cells. 
In the preparations the neoplastic cells are most frequently 
encountered in clusters and mutually adherent. The size of 
the individual nuclei is strikingly large compared with those 
of normal cells. Finally, the nuclei of the individual cells 
exhibit the eharacteristic diversity in form, size, and staining 
qualitJ^ One striking feature is the frequent occurrence of 



Fig. 4. 

Cells from nii oat-cellcd carcinoma. 


large nucleoli which are often encountered in numbers of 
2 — 3 in one nucleus. 

According to appearance the cells encountered in cases of 
primary pulmonary carcinoma may be classified into two 
groups: those originating from an undifferentiated type of 
tumour (anaplastie carcinoma) and those arising from the 
more differentiated types (columnar, and squamous epilhclial- 
celled carcinomas). 

The cells of the undifferentiated types (Fig. 4) contain 
a small amount of cytoplasm around the very largo, chroma- 
tinous, round nucleus. Frequently the cytoplasm has been 

Acta path. Vol. XX. 3 
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estroycd, probably on account of autolysis in the sputiun 
so that one encounters the bare nuclei in strands. The nii’ 
clei present only a slight diversity in form, but a pronounced 
aillerence in size and chromatin density. 

In sputa from cases of llie more differenlialed types the 
cells are of an altogether different appearance on account of 
the fairly abundant, eosinophil cytoplasm (Fig. a). On the 
whole the nuclei arc large, presenting considerable variation 



Fig. r>. 

Cells from a more differentiated type of tumour. 

Squamous-cGlIed carcinoma. 

in form, size, and chromatin structure; the nucleoli arc often 
extremely conspicuous. In these types the sputum often con- 
tains special cells the presence of which allows of a fur- 
ther type diagnosis. In the adenomatous types there may 
be large cells wUli secretory vacuoles (Fig. 7) and in llic kcra- 
tinising squamous-cel led carcinomas one frequently mcclswith 
round-cell formations giving evidence of the tumour’s kcra- 
tinisation (Fig. 6). 

In cases of secondary pulmonary tumours it is moreover 
often possible to demonstrate neoplastic cells in the sputum 
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(Fig. 8), The appearance of these cells which depends upon 
the origin of the primary tumour as a rule differs consider- 
ably from the appearance of cells derived from primary pul- 
monary tumours. 

In the course of 1941 the two Departments {Tlie Radium 
Station and Dept. C (Surgical) of the State Hospital) have 





Fio. G. 

Round-cell formation (Bird's eye cell). 

made cxaniinalions of the spuluin from GO cases 'which may 
be labulalcd as follows: 


Primary pulmonary carcinoma 30 

secondary » d 5 

benign bronchial tumour 1 

bronchiectases 4 


inflammatory conditions (abscess, bronchitis, 
empyerna, actinomycosis, tuberculosis) . . 20 

Out of the 30 cases of primary pulmonary carcinoma 22 
were confirmed histologically, while lh6 remaining 8 are 
roenlgcnologically positive, L e, bronchostenosis and atelec- 
tasis with elevation of the diaphragm on the affected side 
as well as a shift of the mediaslinum have been demon- 


31* 
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strated. Jn 19 out of the 22 histologically confirmed cases 
and in / out of the 8 rocntgcnologically positive ones nc.>- 
p astic cells were demonstrated in the sputum. In the ca.sc 
of the benign bronchial tumour neoplastic cells could not he 
demonstrated in the sputum. Among the cases of mctaslascs 
to the lung neoplastic cells were found in the sputum in 



Fi£f. 7. 

Cell with a secretory vacuole from an adenocarcinoma. 

case of metastases from osteosarcoma, hypernephroma, ovary 
carcinoma, and seminoma. 

In one case a diagnosis of 5>ncoplaslic cells* was made 
without any tumour being found. The histological c.xaminalion 
from the autopsy revealed that it was a question of a chronic 
fibrous pneumonia Avilh development of a cuboid epithelium 
in the alveoli. These were the cells that gave occasion to the 
mistaken diagnosis as they Avere present in the sputum in 
plaques in a manner similar to the neoplastic cells Avilh nu- 
clei revealing some polymorphism and polychromatojdiilia. 
Tlie case is among the first 10 examinations, and the error 
made is exclusively due to lacking experience. Dudgeon A 
Wrigley report a similar mistake in their Avork. There il 




493 


was a question of a patient suffering from chronic sinusitis 
and a pol 5 'p in the nasal cavity — which had caused plaques 
of epithelial cells in the sputum on the basis of which a 
diagnosis of carcinoma was established. 

The frequency of the presence of neoplastic cells in the 
sputum is probably dependent on 3 factors: The extent, lo- 
calization, and histological type of the tumour. 





Fig. S, 

Cluster of cells from a case of seminoma metastases in the lung. 

Judging from the present material the extent of the tumour 
does not yield a safe indication. Out of the 22 histologically 
verified cases 13 \vere absolutely inoperable, i. c. cither meta- 
stases were demonsti-ablc, or bronchoscopy revealed that the 
tumour had spread so far up towards the trachea that an 
operation would be impracticable. In 12 out of these 13 cases 
neoplastic cells were demonstrated in the sputum. In the re- 
maining 9 cases it was decided to operate. During the opera- 
tion 7 cases — 5 of which had neoplastic cells in the sputum 
— proved to he inoperable, while a radical operation could 
be carried through in 2 cases — both of which had neoplastic 
cells in the sputum. 
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As regards the localization of the tumour one might ex- 
pect that the tumours localized to the big bronchi most fre- 
quently should give rise to the presence of neoplastic cells 
in the sputum. According to the material at hand this is. 
however, not the case. Among the 22 histologically verified 
cases there were 2 — the one operable, Ihc other revcalc<t 
to be inoperable by an explorative thoracotomy — both of a 
peripheral localization, and both with neoplastic cells in the 
sputum. 

The significance of the histological structure seems to he 
a somewhat different matter. In the present material neo- 
plastic cells have proved more frequently demonstrable in 
the differentiated than in the undifferentiated types. This 
circumstance most probably finds its natural explanation in 
the fact that it is often possible to diagnose isolated cells 
from e. g. a squamous-celled carcinoma as carcinoma cells, 
while isolated cells from the undifferentiated types cannot 
with any certainty be distinguished from the normal cells of 
the sputum, especially leuco- and lymphocytes. 

It is evident frqm the foregoing that in cases of pulmonary 
tumours characteristic neoplastic cells arc frequently i)rcscnt 
in the sputum. The cytological examination of the sputum, 
therefore, has a possibility of becoming a useful supplement 
to the roentgenological and bronchoscopic examinations in 
the diagnosis of primary pulmonary carcinoma. 
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(AUS DEM BAKTERIOLOGISCIIEN INSTITUT 
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UND DER VENEREOLOGISCHEN KTJNIK 
(CHEFARTZ: DOZENT DR. G. GLIMSTEDT) ZU LUND.) 


DIE BEDEUTUNG DER GONOKOKKENKULTUR 
FOR DIAGNOSE UND BEHANDLUNG DER 
GONORRHOE 

(NEBST EINEH tlBERSlCIIT OBER DIE BEDEUTUXG DER 
CIIEMORESISTEXZ) 

Von GOsta Ilaffcrwaiu 

(Bci dor Rcdaklion nm 11.7.1052 eingcganpcn). 

Einc frischc Gonorrhdc bcrcilcl gcwdhnlich koine grossc- 
rcn diagnoslischcn Schwicrigkcilcn. Die Dircklprohc, d. Ii. 
das iibliclic Ausslriclipraparal von Sckrcl vcrscbicdencr Enl- 
nalinicsicllcn zur mikroskopischen Unlcrsiichnng liefcrl cin 
durchaus charaklcrislischcs Bild, auf Grund dessen die sichc- 
re Diagnose gcslclll werden kann. Bci ciner chronisclien odor 
latcnlcn Gonorrhdc dagegen, naincnllicli I)ci dcr Frau, kdnnen 
die diagnoslischcn Schwicrigkcilcn crlieblich scin. Scil Inn- 
gem hal man den Eindruck, dass die Dircklprohc als cinziges 
Krilcrium dcr Diagnose in dicscin Fallen nicht rcstlosc Siclicr- 
hcil gibl. Erslcns kann das mikroskopischc Bild, anch bci 
Gramfarbung, bisweilcn schr schwer zu bcurlcilcn scin, ziun 
andern kann vcrliallnismassig ofl dcr Naclnvcis von Gono- 
kokken in dcr Dircklprohc inisslingcrv obwohl dcr Anamnese 
Oder dem klinischen Bildc nacli wahrschcinlich cin Tripper 
vorlicgt. Lange lial man deshalb nach Mclhoden gcsuchl, die 

Nach einom Yortrag vor dor Lundor Arzigosollscliaft am 25. Nov. 
1051. 
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eme erhohte diagnosiische Sicherheil bci Gonorrhoc schcnkcu 
konnten, und vor allem hal man verschicdcnc KiiUurnicnio- 
den ausproWert. Erst in den letzten Jahren jcdoch sind ilkse 
Gonokokkenkullurverfahrcn Icchnisch so vcrvollkonminel 
^'.o^den, dass die Gonokokkenkultiir als diagnosiische Mclhode 
praktisch brauchbar geworden ist. Besonders scil Einfiilining 
der Chemotherapic hat sich dor Kullurvcrsuch in vcrscliiede- 
ner Hinsicht sowohl bei der Diagnose als bci dcr Bebancihing 
des Trippers als ein wcrlvollcs Hilfsiniltcl erwicsen. Es mug 
daher gercchiferligt scin, cinen Oborblick iiber die in den lelz- 
len Jahren durch Gonokokkcnkullurversuchc gewonnenen Er- 
fahrungen zu geben und zugleich unserc Lundcr Ergebnisse 
vorzulegen. 


Geschichiliches. 

Schon im Jahre 1885 gelang es Bumm als erslcni, Gono- 
kokken auf warmekoaguliertem menschUchem Scrum zu ziicb- 
tcn. Wertheim fiihrte den Serumagar als bcsscrcn Nahrboiicn 
ein. Seitdem sind zahlreiche neue Nahrboden und Kullurver- 
fahren ausprobiert svorden, ohne wcscntlich vcrbesscrlc Er- 
gebnisse zu liefern. Ohne grosscre Sclnvicrigkeit isl es geiun- 
gen, Gonokokken von frischen Fallen, die cinen gonokokken- 
rcichen Eiter ahsonderlen, zu isolicren und wcilcrzuzucblcn. 
Dagegen konnte man nichl mil BcsUmmlheil positive Rcsnl- 
late erzielen in Fallen init Sekundiirinfeklion odcr solclicn 
Fallen, wo die Gonokokken in den Dircklprobcn spiirlicber 
Oder intermittent vorkamen. Dcr Kullurversuch war also 
diagnoslisch nur wenig aufschlussreichcr als die Direktprobc. 

Im Jahre 1934 leglen indessen McLeod und seine Milarbci- 
ter (24) ihre Erfolgc mil cincm neuen Kullurvcrfabrcn, das 
Ijcdeutcndc Verbesscrungen brachtc, vor. Sic arbeilcten mil 
einein neuen Nahrboden, dcr auf 80" C crhilzlcs Prcrdebliit 
enthiclt und seiner Farbc wegen Schokoladenagar genannl 
wurdc. Ferner machlcn sie sich die Fahigkcit dcr Gonokok- 
ken zunulzc, mil Tclramethylparaphcnylcndiaminhydrocblorid 

cine O.xydasercaktion zu ergeben, was besonders den barb- 
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wcis ^Ycniger Gonokokkenkolonien in einer reichen Misch- 
flora in den Kulturen erleicliterte. Schliesslicli ^^iesen sie dar- 
auf bin, dass gewisse Slamnie nur in kohlendioxydhalliger 
Atmosphare ein Wachstum zeigten. Erst mit diescr Technik 
ist die Gonokokkenkultur als ein praktisch braiiclibares dia- 
gnostiscbes Verfabren anzuseben. 

Im Jabre 1936 fiibrte Neumann (29) die sog. A-, C-, D- 
Platten ein. Diese cntbielten Pferdeblut-Wasser-Agar und Avur- 
dcn luftdicbt abgescblossen, zudem wurde die Atmospbare in 
clcr C-Platle sauerstoffarni, in der D-Platte sauerstoffarm 
und koblendioxydreicb gemacbt. In der A-Platte wurde ge- 
wobnlicbe Luft ver\Yendet. Neumann gab an, etwa 30 % der 
Gonokokken batten in den A-Platten kein Wacbstum gezeigt. 
Neumanns Metbodik ist an vielen Orten, namentlicb in 
Deutscbland, eingefiibrt worden, wabrend McLeods Verfab- 
ren in England und Amerika das gebraucblicliste ist. 

In Skandinavien wertete Reymann die Gonokokkenkultur 
als diagnostisches Verfabren in grosserem Massstabe am Ko- 
peiibagener Seruminstitut aus. Seine ersten Ergebnisse ver- 
dffentlicbte er 1939 (33). RejTOann fand (35) McLeods Sclio- 
koladenagar eimvandfrei besser als den von Neumann beniitz- 
ten Nabrboden. Ausserdem setzte er 33 % Aszites zu und 
erzielte mit diesem modifizierten Aszites-Schokoladen-Agar 
sehr gute Erfolge. 1940 fuhrte Reymann (34) mit seinen Gla- 
sern fiir den Probenversand eine wiebtige praktische Verbes- 
serung ein. In den besagten Glasrobren lassen sich die Gono- 
kokkenproben verscbicken und 12 Stunden aufbewahren, obne 
dass die Kulturergebnisse darunter leiden. Dank dieser Ver- 
besserung ist nunmebr jedem praktiseben Arzt, der nicht liber 
eine Tagereise von dem naebsten fiir Kulturversucbe ein- 
geriebteten Laboratorium entfernt wohnt, die Mdgliclikeit ge- 
geben, seine Proben zur Gonokokkendiagnose an das betref- 
fende Laboratorium einzuscbicken. In seiner klirzlich ersebie- 
nenen Dissertation (35) kommt Rejraann u. a. eingebender 
auf die tbeoretiseben Voraussetzungen der Gonokokkenkultur 
zu spreeben. Betr. Einzelbeiten in bezug auf Nabrbddeii und 
Ziicbtiingstecbnik verweise icb auf diese Arbeit. 
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Zur Erzielung oinos optimalen Gonokokkcnwaclistums j^infl dio 
naclistehencl nufgefulirton Punkte m boachton: 

1. Im TJiermostat muss die Temperatur etwa 30, C soin, Sclmn 
einc Icichfc Tempcraturcrhdimng kann ])ewirkon, dass l>csonder.< 
cmpfincllicbe Sfanime niclit zum Waclistum kommon. 

2. Der Nalirbodcn (sleis iii fester Form) muss gen upend weich 
tind fcucht sein, boi klcinslmogliclieni Agarpchalt. lleymann ClVi 
gibt lOil cinon Agargebalt von 1,2% an, doch durfte dikser biswei- 
Ion criioht werden mussen, je nacli der Giitc dcs Apars. p!I am 
besten etwa 7.4 — 7.5. 

3. Am besten soli dor Niilirbodcn nichtdvoagiilicrtcs monschtidie.s 
Eiweiss enthalten, z. 13. Aszites, Ilydrozclcflussigkcit odor Blut, 

4. Die Anwesonheit von Aminosiiurcn in liohcrcn Konzentratio- 
non odor von autoklaviertcm Pepton in den Nalirbodcn hat cine 
bemmende Wirkung, die indessen u. a. durch cinen Zusatz von auf 
80" C erhitztem Pfcrdcblut (wie in ^fcLeods DScbokoladcnplattend 
aiifgchobon werden kann. 

5. Die Zuchtung ist in gcschlosscnen Gefassen mil feuchtcr Lull, 
die 8 — 10 % Kolilendioxyd cntbalt, vorzunclirnen. 

Am wiclitigsten scheinl die ausrcichcndc Feiichligkeit des Nabr- 
liodens und der Luft zu sein. Die Aufgabe dcs Kohlendioxyds liopt 
vicllciclit liauptsacblich in oinor Regulicrung des pll, docli liaben 
McLeod {2A) und Rcymann (35) gczeigt, dass gewisse Strnnnio in 
Gegenwart von Kolilendioxyd besser waclisen als wenn die.sos feblt, 
wcnigslcns bei der ersten Ziicbtung. Audi fur den 'I*ranspor( der 
Proben sebeint die Feucbligkcit wiclitig zu sein, wesball) die Vor* 
sandglaser neben dem Xiihrbodon ein wenig Kondenswassor enthal- 
ten und luftdicht versdilossen sein mussen, 

Ain Bakleriologischen Inslilul in Lund begannen wir Go- 
nokokkcnkiillurcn im November 1940 niiszufuhrcn, haupl- 
sachlich nach dem Verfahren dcs Kopenhagener Scruminsli- ’ 
lilts/ ) 

Einigc kleincre Icchnischc Vcrandcriingcn diirflcn Erwah- 
nung verdienen: 

Stalt spozialkonstruicrtor und vcrballnisrnassig kostspicliper Spo* 
zialgeflissc macben wir die Kulturvcrsucbe in gowbbnlichon Kon- 
servicrglascrn von konisdier Form und eiiiern nauminhalt \on 


*) Fiir die Bcreitwilligkcit, mit der mir Gelogcnboit geboten wur- 
dc, im Oktober 1910 das Kulturverfabron des Inslituts an Ort mrl 
Sidle konnonzulernen, sowic fur die mir dabci crwicseno Ililfe dankf 
idi an dicsor Stcllc lierzlidist. 
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ho 1 (gelicfert von Hocla Glasbruk). Siehc Abl). 1. Auf dom liodou 
cics Glnscs wire! als S(u<ze fiir die Plattcn ein uingostiilptos Ghis 
aufgestcUt, fernor werclon cin paar Milliliter Wassor, oinige Granun 
Dikarhonat in Substanz sowio cin Hobrclien init 0 nil 1-molarer 
Sclnvefclsaure in das Konservicrplas gegeben. Das Hbbrcben winl 
y.iim SturAcn gebraebt, so dass cs scinen Inhalt uber das Bikarbonnt 
cnGccrt, worauf dcr Deckel des Glascs \vahrend der Koldrndinxvfb 
entwicklung fiir cinen Augcnblick gedffnet wird. Daboi entweiebt 
cin Toil der Liift und das Gasgorniscb crliiilt die richtige Zusanimen- 
sclzung. 

Dei dcr Bctrachtung dcr Kolonicn untcr dem Prapnriermikroskoj» 
werden die Flatten auf cinen scliragen bolzcrnen Klotz gebraebt, 
dcr auf dem liorizontalen Tisch dcs Mikroskops versciiobon werden 
kann (Abb. 2). Dadurch ist es mdglicli, die ganze Platte scbnell in 
sclirag auffallendem Licht zu untcrsuchcn, was die Auffindinig dor 
Gonokokkenkolonicn sclir orleichtcrt. Audi bei sonstiger liakterio- 
logiscJicr Arbeit untcr dem Priiparicrmikroskop empfiebit sicb dicse 
oinfadic Vorrichtung fiir schWige Bcicucblung, und in vielcn Fal- 
len diirfte sic andcro, bedeutend kostspieligcre Vorriebtungen iiiit 
>d\ugelgclenk« u. dgl. ubortreffen. 

Scbliesslicb wurdc als Indikator bei den Garungsreaktionen Pbe- 
nolrot verwendet, das sebr doullichc Umschlagc Uefert. 


J/cflwdi'Ic: 

Die Proben werden mit Holzstabdicn entnoininen, die mil Watte 
uniwickclt sind. Die Proben werden dann, obne abgcstricbon zii 
werden, in Rolircben mil Scbrag-Aszilcs-Scbokoladon-Agar nacb 
McLeod-Rcymann gebraebt. Die Rolircben werden lufldicbt ver- 
scblossen, z. B. mil cincm Gummistbpscl, und dann an das Ziicb- 
tungslaboratorium eingeschickt, und zwav am hesten so, dass sie 
innerbalb von 12 Stunden nadi Kntnahmc dcr Probe in Arlioit go- 
nommen werden konneu. Mit den Stabclicn maclit man Aiisstriclie 
auf Aszitcs-Schokoladen-Agar in Potriscliiilcbcn, worauf die Flat- 
ten in die obcnboschriobencn Kulturgcfilssc mil fouebtor Luft, 8—10 % 
Kolilondioxyd cnlballciub gebraebt werden. Xaebdom die Plutten 

Stunden im Tliormostat gewosen sind, wcrrlcn sic irn Praparier- 
mikroskop untersuebt. 

Die Gonokokkenkolonicn sind dann klcin, moist untcr 1 inm ini 
Durcbmesser, blank und gliinzond, von der Form einer llalbkugel 
odor cincs (jltrdpfcbcns, farblos, docb auffallcnd dunkel. Sie bab(‘n 
cine etwns inukoide Konsistonz und baften leicht an der Platiubse. 
Versuebt man, sic in Wnsscr aufzuscbbimmon, so pf logon sie rerht 
gut zusammenzubiingen und an dor Platinosc zu baften. enn <li<* 
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IColonien etwas iilfer werden, sind sie grosser, flaclicr, bekommen 
mit der Zeit oft einen undiilierenden, »polyzyklichen« Rand, und 
nahe dcr Periplierie sind sie bisweilcn radiargestreift. Die Kante 
fallt imnier noch verluiltnismassig steil zur Substratflache ab, und 
das Zentrum der Kolonic erliebt sicli oft gipfelformig, weshalb diese 
altercn Kolonien oft als »zeltf6rmig« beschrieben werden. Die Farbe 
ist jetzt schwach gelbgrau. 

Verdiichtige Kolonien werden auf neuc Flatten liberimpft, wor- 
auf die altcn Flatten weiterc 24 Stunden im Kulturgeftiss bleiben, 
jetzt aber ohne Kohlendioxyd. Die uberimpften Kolonien sind am 
besten in Kohlendioxyd unterzubringen, doch kann man in dcr 
Regel nach ein paarmaligem Dberimpfen in gcwdhniichcr, feuchtcr 
I.uft (im Kulturglas) ein gleich gutes Wachstum erzielen. 

Nach Vcrlauf des zweiten Tages werden die Flatten wieder be- 
trachtet, verdiichtige Kolonien abgeimpft und dann, wenigstens auf 
reichlichcr bewachsene, docli anscheinend negative Flatten oinige 
Tropfen frisch bereiletc 1—2% Losung des Oxydasereagens, Tetva- 
methylparaphenylendiaminhydrochlorid, getriiufelt. Die Gonokok- 
kenkolonien nehmen nach einigen Sekunden einc dunkclblauviolettc 
Farbung an und sind dadurch aucli in einer reiclien Mischflora 
Icicht zu erkennen. Die mittcls dieses Verfahrens gefundenen Ko- 
lonien konnen nun ubcrinipft werden, sind aber oft stark verunrei- 
nigt, weshalb man nach Moglichkeit die Gonokokkcnkolonicn ohne 
das Oxydasereagens aufzufindcn versuchen soil. Die Oxydasereak- 
tion ist nicht ganz spezifisch fiir Gonokokken. Audi vcrschiedenc 
andere Gramnegative Kokken sowie gewisse Stabchen sind oxydase- 
posit iv. 

Nachdem die gonokokkcnYcvdlichtigcn Kolonien reingezuchtet 
Worden sind und sich bci der Kontrolle als oxydasepositiv erwicsen 
haben, wird einc Gramfarbung gemacht. Zeigt diese Gramnegative 
Kokken von dem typischen Aussohen gczuchtcter Gonokokken, so 
wird die Diagnose durch Garungsreaktionen bestiitigt. Diese fussen 
auf der Tatsaclic, dass die Gonokokken nur Glykose vergaren, wah- 
rond von anderen Gramnegativen, oxydasepositiven Kokken die Me- 
ningokokken Glykose und ^laltosc vergaren, Diplo coccus pharyngis 
und D. crassus ausserdem Laevulosc, wahrend jMicrococcus catar- 
rlialis koine der genannten Zuckerarten vergart. 

Bei der Friifung der Garfahigkeit warden die einzelnen Stiimme 
in reichlicher iSIcnge auf cine Rciho von Aszitesagarplatten mit Gly- 
kose bzw. Maltose und Laevulosc abgeimpft, samtlich mit Phenolrot 
als Indikator. Nach 24 Stunden im Kulturglas (mit Kohlendioxyd) 
sieht man bei den Gonokokken in dcr Glykoscplattc einen dcutlichen 
Umschlag in Gelb, wahrend man in den ubrigen Flatten einen Um- 
schlag in Violett erhalt. 



Die Diagnose griindcl sich also auf: 

L Das lypische Aiisschcn dcr Gonokokkenkolonicn bci Un- 
Icrsuchiing im Praparicrmikroskop. 

2. Die positive Oxydascreaklion. 

3. Gramnegalivc Kokken von lypischen Aiisschcn in Aus- 
slrichcn dcr Kullurcn. 

4. Den rcgclrcchlcn Ausfall dcr Garungsrcaklioncn. 

5. In zwcifclhaften Fallen kann die Obcrinipfung vcrdiicb- 
tiger Kolonicn auf gcwohnlichcn Agar guten Aufschluss 
bicten. Sicht man cin Wachstum, so schlicsst dies die 
Moglichkcit aus, dass cs sich iiin Gonokokken liandcll. 

In giinstigcn Fallen lasst sich die vollstiindigc Analyse bei 
positiven Prohen in 3 — 4 Tagen durchfuhren. Bcschcid fiber 
negaliven Ausfall odcr Vcrdacht auf positiven ist nicist inner- 
Iialh von 2 Tagen nach Beginn dcr Bearheilung zu crhallcn. 

Prohen von Patienten. die mit Sulfonainidpraparalcn be- 
handclt worden sind, diirfcn erst cinige Tage nach Aufhoren 
der Bchandlung cninomincn werden, da sonst die Kulturen 
ncgaliv ausfallcn konnen, sclhst wenn in den dirckten Probcii 
glcichzcitig Gonokokken gef unden werden. 

Ergebnisse: 

Uin die untcrschicdlichcn Angahen vcrschicdcncr Unter- 
suchcr iiher den diagnostischen Wert dcr Gonokokkcnkiiltur 
hcurteilen und vcrgleichen zu konnen, kann man, we McLeod 
(24) vorgeschlagcn hat, sich ciner Quotcnrcchnung hcdicnen. 
Man registriert unter samtlichcn untcrsuchtcn Fiillcn tcils, 
wie vide allcin durch Zuchtung sichcr als Gonorrhocn erkannt 
worden waren, tcils, wie vide positiv gewesen scin wiirdcn, 
wenn hloss die gewohnte Direktprohe gcmacht worden ware. 
Das Vcrhiiltnis zwischen dem Ergehnis mit KuUur und dem 
Ergehnis mil Direktprohe ist cine Quote, die cinfach und 
rccht ziivcrliissig die Ohcrlcgcnlieit dcr cinen odcr dcr andc- 
ren Methode ausdruckt. 

^IcLcod und seine Mitarheiter Icgten 1934 (24) cigcnc und 
vcrschicdcne frcinde Ergebnisse mil Kiillurvcrsuchen b7:^^. 
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Direktproben, in Quoten ausgedriickt, vor. Die gefundenen 
Zalilen wechselten stark; in einigen Fallen lag die Quote weit 
unter 1, in anderen erheblich iiber 1. McLeod selbst fand die 
Quote 1.87 bei Untersuchung von 361 Frauen mit Gonorrhoe. 
Unter den iibrigen von McLeod zitierten Forschern seien Froh- 
lich und Jordan (10) erwahnt, die 1932 das Prostatasekret 
von 285 Mannern mit Gonorrhoe untersuchten, nachdem die 
akuten Ersclieinungen verschwunden waren und in der Di- 
rekti^robe das Urethralsekret keine Gonokokkeh mehr zeigte. 
Sie fanden 72mal positive Proben mit einer Quote Kultur/Di- 
rektprobe = 4.7. 

In den letzten Jahren sind Gonokokkenkulturversuche in 
immer grosserem Ausmass und durch\veg mit sehr guten Er- 
folgen durchgeftihrt worden. Eine tabellarische Obersicht iiber 
einige Ergebnisse aus neueren einschlagigen Arbeiten (nebst 
meinen eigenen Zahlen) mag den heutigen Stand der Dinge 
beleuchten. (Wo die Originalarbeit keine Quoten angibt, sind 
diese zur Ermoglichung direkter Vergleiche von mir berech- 
net worden.) 


Unlersiicher 

JPfl tienfennifl terial, 

.Slelle der Probenenlnahme: 

Anzahl d. 
pos. 
Proben 
Oder Ffille 

Quote 

Kultiir 


McLeod u. a. 

1934 

Frauen, Urethra und Cervix : 

361 (Falle) 

1.87 

Krtickeberg 

1937 

Frauen, Urethra und Cervix 

85 

4.7 

Neuman 

1938 

Frauen, Urethra und Cervix 

700 

2,55 

» 

» 

Manner, Urethra 201 

1.06 

Felke 

1938 

Frauen, Cervix ; 

326 

1.5 

Christiansen 





u. Becker 

1938 

Nachkontrolle chemothera- 





peutisch hehandelter Pati- 





enten, Manner und Frauen 

59 

2.2 

Carpenter u. 





Mitarheiter 

1938 

Frauen, Urethra und Cervix 223 

1.9 

Reymann 

1938 

Frauen mit pos. Proben in 





Urethra, Cervix od. beiden 162 (Falle) 

2.1 

)> 

» 

Darunter Frauen, die als An- 





steckungsquelle gemeldet 





waren 

39 (Fallo) 

3.3 
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Unicrsuchcr 

Fnllrnlfnninterfnl, 

Sfclic dcr Prohcncntnnbnic: 

An^iihl d. 
po<. 
Proben 
odor rnUe 

Quotr 

Kuttuf 

nirrlt. 

Gdiiring 

1939 

Frauen, Cervix 

83 

2 1i 

i> 

» 

Frauen, Urethra 

TO 

1.37 

j> 

» 

Manner, Urethra 

Oi 

OSS 

Fngloson u. 





Kngleson 

1910 

Frauen, Cervix 

(iS 

G.S 

» 

» 

Frauen, Urethra 

78 

4.SS 

Wilde 

ion 

Prostituierte (Stello der Pro- 





benentnabme nicht ange- 





geben) 201 (Fallo) 

2.GG 

Uhle 11. Mit- 





arbeiter 

im 

Manner, Urethra- od. Pro- 





statasekret 1 

248 (Fiillc) 

22 

Bcymann 

ion 

Frauen, Cervix 

742 

4.18 

)> 

» 

Frauen, Urethra 

COG 

2.2 

Ilagerman 


Frauen, Cervix 

20 

4 

» 


Frauen, Urethra*) 

20 

2.2.3 

)> 


Frauen, Rectum 

G 

.3 



Manner, Urethra") 

GO 

i.:r 

5> 


Zusammen 111 

1.7 


*) Zwei Falle mit ncg. ausgefalicncm Kulturvcr.sach und pos. 
Dircktprobc sind aiisgcschlosscn. In dcm cincn Falle waren die Pro- 
benglaser zu alt und trockon und in dcr Dircklprobc nur wcnige 
Gonokokkcn, in dom zweiten FalJc lag starker, stinkender Fluor 
mil uussorst starker Mischinfektion vor, Werden dicse bcidcu Falle 
mitgczablt, so ist die Quote 1,0. 

Sieben Fiille mit nog. ausgefalicncm KuUurvcrsucb und pos. 
Dircktprobc sind a usgesclj lessen worden. Zwei von diesen lint ten cine 
schr beftige Balanitis mit entzundliclicr Piiimosis, so dass die Ham- 
rbhrenmiindung bei der Probenentnahmc niclit freigelegl warden 
konnle. In drei Fiillen kamcn die Proben erst nacb 18 hzw, 20 urifl 
23 Stuiulcn zur Bearbeitung. In z.wci F^allen Iiattc der Patient eken 
erst cine Sulfathiazolkur durcbgomaebt, was, wic sebon gesapl, 
den Kulturvensuch stdren kann. W’^erden dicse sieben Falle mitge- 
yfihlt, so ist die Quote 1.15. 
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Samtliche Autoren geben an, dass der Kulturversuch bis- 
■\veilen versagt, wo die Direktprobe einwandfrei Gonokokken 
zeigt. Die Kultur darf dcshalb die Direktprobe nicht verdran- 
gen, vielmehr miissen beide Untersuchuiigen ausgefuhrt wer- 
den. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, sind die Ergebnisse, we- 
nigstens was die Frauen betrifft, beiin Kulturversuch bedeu- 
tend besser als bei Direktprobe. In ganz besonderem Masse gilt 
dies von den Proben aus der Cervix, bei denen die Direktprobe 
offenbar in der uberviegenden Mehrzahl der Falle versagt. 
Ganz besonders mochte ich auf Rejmianns Ergebnisse von 
1941 hinweisen, teils weil sein I\Iaterial das grosste iiberhaupt 
ist (1348 positive Proben unter 7340 untersuchten Urethra- 
und Cervixproben von Frauen), teils weil seine Technik die- 
selbe ist, mit der in Lund und seit Herbst 1941 auch am Staat- 
lichen Bakteriologischen Laboratorium in Stockholm gearbei- 
tet \%4rd. Von Reymanns 1348 positiven Proben waren 68.6 % 
nur im Kulturversuch positiv, 3.2 % nur in der Direktprobe 
und 28.2 % in bciden Verfahren. Von den 742 Cervixproben 
waren 78 % nur im Kulturversuch positiv, 1.5 % nur in der 
Direktprobe und 20.5 % in beiden Verfahren. Die Oberlegen- 
iieit des Kulturversuches als diagnostische Methode tritt also 
markant zutage. 


Eigene Ergebnisse der Diagnostik mit Kultiirversuchen. 

Unter den Cervixproben babe ich im Kulturversuch 4mal 
so oft positive Befundc erhoben wie in der direkten Probe, 
in gutem Einklang mit den Ergebnissen friiherer Untersucher. 
Die niedrigere Quote der Harnrohrenproben, namentlich bei 
Mannern, erklart sich dadurch, dass Proben fur Kulturversu- 
che auch von diagnostisch vollig klaren Gonorrhoefallen ein- 
geschickt worden sind, um Chemoresistenzhcstimmungen zu 
ermoglichen (siehe unten). In denjenigen Fallen, in denen der 
Kulturversuch zur Sicherung der Diagnose benotigt wurde, 
hat er indessen wertvolle Dienste gctan. Einige Beispiele mo- 
gen dies beleuchten. 


Acta pith. Vol. XX. } 


32 
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Fall 1. Fine von C vorschicdencn Manncni als Anstockunt'squollf* 
angcgobcne Frau wurdc sowold in der gyniikologischcn alf; in d^r 
venereologischcn Klinik mittcis Dircktprohon untcrsucht. Versdae- 
dene Urethraproben warcn vcrdachtig, docli fund man niclits, was 
mil Beslimmfbeit als Gonokokken angcsprodicn wordon konnto. 
In der Corvixprobc war dagogen nicl)ls Verdachtiges fcstziistollen. 
Im Kulturversucli zeigten Probcn aus Urctljra und Cervix sUirkf>< 
Gonokokkenwachstum. 

Fall 2. Fine Frau lilt seit solir langer Zeit unter Fluor und soil 
cinigen Woeben auch untor Jucken um die Vulva. Dio Dircktprol.en 
waren negativ, wesbalb man einen banalen Fluor annalun. Dor 
Kulturversucli wies jedoch Gonokokken sowohl in dor Urethra uU 
in der Cervix nach. 

Fall 3. Bei ciner als Anstcckungsquclle angegebonon Frau waren 
samtliche Dircktproben negativ. Naclidem durch Kuiturvcrsuch Go- 
nokokken sowohl in der Urethra als in dcr Cervix festgcstcllt war- 
den waren, wurde sic zu einer neiicn Untersucliung bcstellt. Troir- 
dem man jetzt von dem positivon Gonokokkenbofund ini Kultur- 
vcrsuch wusstc, erwies cs sich nach wie vor als unmdglich, sic in 
den Direktproben festzustcllcn. Der Kullurversuch cvhob wiedennn 
positive Befunde. 

Wic die obigen Fallc /.eigen, ist dcr Kuiturvcrsuch fiir die 
Diagnose latenlcr Ccrvixgonorrhde sclir wcrlvoll. Uni fesl- 
/iistcllcn, welchcn Wert dcr Kuiturvcrsuch bci cincr gynii- 
kologischcn Klienlel liabcn kann, ist kiir/lich cine Unlcrsu- 
chung in Zusammenarbeit mit dcr Mnlmdcr Fraiicnklinik 
(Chcfarzl: Dozent S. Gencll) in Angriff gcnoniincn worden. 
An Frauen, l)ci denen das klinischc Bild cine Gonorrhbe mbg- 
lich Oder wahrschcinlicli inacht, ohne dass jcdoch die Dirckl- 
proben positive Bcfiindc erheben, werden Probcn zuni Kullur- 
vcrsiicli cntnoniinen. Es handcU sicli haiiplsaclilicli um Fnlle 
mit Salpingilissymptorncn. Bislier liat in o von 10 unlcrsnrb- 
Icn Fallen cine Gonorrhde fcstgcstclH wcrclcn konnen. 


Kiiliiirvcrsuche mit Uciclitmprobcn. 

Keiner dcr zahlrcichcn Autoren, die in den letzlcn Jalircn 
Gonokokkcnkullurvcrsuche sludicrl haben, von denen obtMi 
mebrere zilicrl wurden, hat, soweil ich babe sclien kdnncn, 
Ergebnissc fiber Kiilturxcrsuche mit Reklumprobcn veroffenb 
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licht. Als die nachstehend gescliilderte Untersuchung bereits 
vollendet war, bin ich indessen auf einc Arbeit von Charlotte 
Riiys und P. A. Jens, Amsterdam, gestossen, die 1933 (36) 
veroffentliclit und spater in einer Korrespondenz an J. A. M* A. 
1935 (37) erganzt worden ist. Den genannten Autoren ist es 
mittels Znehtung gelungen, bei 60 % von 82 gonorrhoekran- 
ken Frauen sowie bei 38 kleinen Madchen, die gleichzeitig eine 
Vulvovaginitis batten, Rektalgonorrhde nacbzuweisen. Die 
Quote samtlicher mittels Kulturen und Direktproben unter- 
suchter Rektiimproben betragt 2.3, somit ein bedcutendes 
Obergewcht zugunsten des Kulturversuchs. 

Man inochte cs vielleicht fiir weniger wahrscbcinlich hal- 
ten, dass cs gelingen konntc, Gonokokken, die gegenuber aus- 
seren Einfliissen so empfindlicli sind und sich schlechter als 
die meisten anderen Bakterien zuchten lassen, aus einer so 
iiberwaltigenden Miscliung vielcr verschiedener, schncll 
wachsender und wenig wahlerisclier Bakterien zu isolieren, 
wie vnr sie im Rektuni vorfinden. Es erwies sich indessen als 
moglich, durchaus zufriedenstellende Ergebnisse zu erzielen, 
und zwar indem die Probe auf Substrate in mehreren Petri- 
schalen verteilt wurde, wodurcb sich ein verlialtnismassig un- 
dichtes Wachstum mit freistehenden Kolonicn erzielen Hess. 
Bei der Entnalimc der Probe muss man, cbenso wie bei Di- 
rektproben aus dem Rektum, versuchen, die Probe aus den 
Schleimbautfalten zwischen den Columnac reclales zu ent- 
nehmen, in denen man das Stabchen zur Probenentnahnie 
zweekmassig vor dem Herausziehen einmal Iieriimdreht. Auf 
diese Weise \\ird das Verbal tnis zwischen gonorrhoischeni Ei- 
ter und Fakalbaktericn nicht ganz so ungunstig, wie es sonst 
der Fall sein wiirde. 

Es sind insgesamt 45 Rektiimproben durch Zuchtung un- 
tersucht worden. Nur in 2 Fallen waren gleichzeitig entnom- 
mene Direktproben positiv, wahrend in 6 Kulturversuchen 
tj^pische Gonokokken festgestellt wurden. 

Im Staatlichen Bakteriologischen Laboratorium zu Stock- 
holm, wo man seit Herbst 1941 Rektumproben nach denselben 
Prinzipien im Kulturversuch analysiert, hat man in den cr- 


32 * 
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sten zwei Monaten im KullurversucJi mil 8 Reklinnprolicn 
positiAe Befunde erlioben. Audi dcr Kullurvcrsuch mil Rck- 
lumproben kann also diagnoslisdie BcdciiUing baben und isl 
wcnigslcns in den Fallen durchzufuhren, in dencn man in dor 
Direklprobe aus dem Reklum Lcukocylen, aber keinc Gono- 
kokken hat nachweisen kdnnen. 

Ausser den in der Tabelle angcfuhrten Fallen sind vcr- 
sdiiedene Proben an kleinen Madchen cnlnomincn worden. 
2 Urethra- und 2 Vaginalproben lieferten sowohl im Kidhir- 
vcrsuch als in der Direklprobe positive Ergebnisse, wilircnd 
bei einer Vaginalprobc nur im Kullurversuch Gonokokkon 
festgestellt Avurden. 


Der Wert dcr Gonokoickenkultur fiir die Kontrolle der llcUmuj 
nach Chemoihcrapic. 

Die Gonokokkenziichlung hat sich somit als Avcrlvolle 
Hilfsmetliode bei der Diagnose dcr Gonorrhoc cnviescn. Audi 
bei der Kontrolle der Heilung einer chcmotherapculisdi be- 
handelten Gonorrhoe kann der Kullurversuch sehr werlvoll 

sein. Es hat sich namlich gezeigl, dass die GonokoU- 

ken bei chemotherapeutischer Bebandlung zwar in der Rcgol 
bald aus den Direktproben verschAAinden, glcichzcilig mil dent 
Abklingcn alter klinischen Erscheinungen, dass aber dcr Kran- 
ke in vielen Fallen keineswegs gchcill isl, sondern sich in 
cincm sog. subkiinischen oder lalenlen Stadium bcfindcl. Dor 
Patient hiilt sich selbsl fiir gchcill und lasst allc Vorsidil 
ausser achl, und fiir den konlrollicrcnden Arzl liegt cs nahe, 
nach cinigen negatiA^en Direktproben den Palicnlcn gesund- 
zuschreiben. 

Solche Palienten haben cine durch die Chemoihcrapic mo- 
difizierte, lalente Gonorrhoe und kiinnen dann langc Zcil hei 
A’dlligcr Symplomenfrciheit Ansteckungsquellcn bilden. Pro- 
A’okalion, z. B. in Form A’on Bcischlaf oder inlraurclhralcn 
Eingriffcn, bcAA'irkt nicht, Avie nach orllichcr Bebandlung, cin 
Wicderaufflarnmcn des Prozcsscs, und die Diagnose lasst sich 
in vielen FiRlcn nur miltels des Kullurvcrfahrcns slcllen. Uhlc 
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und Mitarbeiter (43) geben sogar an, dass ein soldier Gono- 
kokkenstamm nadi Gbertragung auf eine andere Person auch 
diese zum Ansteckungstrager mit Gonorrhde in latenter, vol- 
lig symptomenfreier Form madien konne. 

Nadi Van Slyke u. a. (44) soli es zu dieser syniptomen- 
freien latenten Gonorrhde vor alleni nadi Beliandlung mit 
Sulfanilamid in zu sdiwadien Dosen oder in einem friilien 
Stadium der Krankheit, in weldiem das Sulfanilamid weniger 
wirksam zu sein sdieint, kommen. Nadi Ulile u. a. (43) sielit 
man diese Falle etwa gleicli oft nadi misslungener Behand- 
lung mit Sulfapyridin und Sulfatliiazol. Sommer und Riither 
(41) liaben derarlige Scheinlieilungen nadi Ulironbeliandlung 
besdirieben. Amerikanische Autoren spredien in diesen Fal- 
len von einem »carrier state« und betraditen dies als eines 
der ernstesten Problenie ini Gefolge der Chemotherapie. 

In Europa hat man statt dessen von »spaten Rezidiven« 
gesprodien. Es hat sich namlidi gezeigt, dass die Rezidive 
nadi erfolgloser Chemotherapie sich niclit, wie es bei der al- 
ien drtlidien Beliandlung der Fall war, mit zunehmendem 
Fluor und Gonokokken in den Direktprohen wenige Tage nadi 
Abschluss der Beliandlung einstelllen. Vielmehr dauert es lieute 
in der Regel reclit vide Tage, bevor wieder positive Proben 
vorkommen. Vor alleni gilt dies, wenn man nur mit Direkt- 
proben arbeitet,.oft aber auch bei Ziiditung. So fandcn Lohe 
und Brett (23) bei Kontrolle durch Kulturversuche ihre Re- 
zidive in der Regel erst am 5. — 7. Tage, in einem Falle erst 
21 Tage nadi Abschluss der Beliandlung. Schmith und Rey- 
mann (39) sahen in einem hirer Falle erst nadi 5 negativen 
Direktprohen im Laufe von 20 Tagen das Rezidiv. Diesen Re- 
fund erhoben sie also, wenn sie sich ausschlicsslich auf die 
Direktprohen verliessen. Gleichzeitig ausgefiihrte Kulturver- 
suche mit Proben von demselben Patienten Helen indessen 
nur einmal negativ aus. Philipp (32) weist auf das Vorkom- 
men sehr spater Rezidive bei Adnexgonorrhoe bin und hiill 
Kontrolle durch Kulturversuche fiir notwendig, daniit diese 
Rezidive nicht iibersehen werden. 

Lomholt (22) macht auf die grosse Gefahr aufnierksam. 
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die darin licgt, dass die Gonorrhoe licute in wcit grosscrcm 
Ausmass von Nicht-Facharzlen bchandelt wird, als es frfihcr 
der Fall war. In vielcn Fallen ist die Einstcllung dicscr nicht 
fachtarztlich geschulten Mcdiziner zur Zuveriassigkeil dcr Di- 
rcktprobe fiir die Nachkontrolle rcichlich opliinistisch, so dass 
sic gencigt sind, ihre Patientcn nach rclaliv kurzfristigcr Kon- 
trollc gesundzuschreiben. Es kann dann Icicht gcschchcn, dass 
vcrschiedcne unter diesen gcsiindgescbricbcncn Pationlcn noch 
latcnte Gonokokkcntriiger sind. Lomholt hall dicse nngcnii- 
gcndc Konlrollc und die allzu »vorsichtigc<j Dosicning dcr 
Chcmolherapie scitens nicbt facharzllicb gcsclnillcr Praklikcr 
mil fiir die wichligslen Ursaclicn dcsscn, dass die Gonorrhoe 
Irolz dcr Chcmolherapie in Diinemark kcincn ncnncnswcrlcn 
Riickgang aufweisl. (Talsachlich hal die wcibliche Gonorrhoe 
in den lelzlcn Jalircn sowohl in Dancmark — Loinholl (22) 
— als in Schweden — Gcrda Kjellberg (19) — zugcnoinnicn. 
Nach Winners (46) isl in Scluveden cine Ziinahinc dcr Go- 
norrhoe von 1940 bis 1941 iim 6 % zu verzeichnen.) Loinholl 
slehl ferncr auf dem Slandpunkt, dass die Unlcrsuchung 
durch Kullurversuche binnen kurzem am alien vcncrcologi- 
schen Kliniken als Rontincmclhodc cingcfiihrl werden niiissc, 
wenigslens fiir 2 Palientengruppen. Erslcns fiir die als .An- 
slecknngsquellen angczciglcn Frauen. Drci Kullurvensiiehe 
hiilt cr bier fiir das ^lindcslmass. Zweilens fiir .allc Fraiicn, 
die gcsiindgcscbricbcn werden sollcn, namcnllich nach chcino- 
therapcutischer Bchandliing. Hicr liiill cr zwei Kullurversuche 
fiir ausreichend. 

Rejnnann hal in seiner kiirzlicb erscbicncn Disscrlalion 
(35) den Wert des Kulturversncbs zur Konlrollc dcr Heilung 
bet Frauen unlersucbt. Er fand u. a., dass nach dcr orllichcn 
Bchandlung die »Rczidive« niillels Kulturvcrsiichcn A.Tinal 
so oft wic mil Dircklproben diagnosliziert warden. Nach Sul- 
fanilainid- bzw. Sulfapyridinbebandlung waren die cnlsprc- 
chenden Zahicn 2.0 und 1.7. (Die Quoten sind bier bcrcchnd 
worden, uni Ycrgicicbe mil friiher inilgeleillcn Zahicn zu cr- 
inoglichcn.) Unlcr IGG mil Sulfanilarnid bchandcllen Frauen 
konnlc Reymann bci 24 (=14.5 5'c) Rezidive nur durch Kul- 
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turversucli feststellen, bci 15 (=9%) aiich durch Direkt- 
probe. Bei einer mil Siilfanilamid bchandcllcn imd nur durch 
Direktproben kontrollierten Klicnlel diirfte also damit zu rcch- 
nen sein, dass nicht ganz wenigc chcmoresislentc Falle ge- 
sundgcschriebcn ^verden. 

In Schweden isl die Gcfahr spatcr Rezidive nacli Chenio- 
therapic ii. a. von Strandbcrg (42) und Hcrlilz (15) iinter- 
striclien wordcn, Hcrlitz sah Rezidive durchschniUIich 11 I'agc 
nacli abgeschlossencr Sulfalhiazolbehandlung, in cinigen Fal- 
len erst nach zwei Woehen. Falk (7) sah Rezidive nach Be- 
liandlung mit Siilfanilamid und Sulfapyridin bei Miinnern 
noch Endc dcr 3. Woche (6. Konlrolle), liei Frauen in dcr 
6. Woche (12. Kontrollc). Bci den schwcdischcn Unicrsuchun- 
gen sind nur Direktproben verwandt \vorden. — Ange- 
sichts diescr Umstandc isl man am Krankenhaus St. Goran 
in Stockholm dazu ribergegangen, fiir Manner mindestens 6, 
fiir Frauen mindestens 10 — 12 negative Kontrollen (Direkt- 
proben in Abstanden von cinigen Tagen) zu fordern. 

In mcinem eigenen Material haben Rezidive durch Kultur- 
versuch (l)ci glcichzeitig negativer Direktprobe) in 8 Proben 
von 7 Manncrn feslgestellt werden konnen, in cincm Falle 
erst am 10. Tage nach abgeschlossencr Chemothcrapie. In ci- 
nem \vcitcrcn Falle hattc dcr Patient, cin Mann mit frischcr 
Gonorrhoc, wegen Fluor am \’^orabcnd dcs Untcrsuchungs- 
tages eine einzige Tablcttc Sulfapyridin (0.5 g) cingenommen. 
Die Direktprobe \var negativ, dcr Kulturvcrsuch positiv. 

Dies bclcuchtct cine Tatsachc, auf die u. a. Strandbcrg (42) 
hingewiesen hat, namlich dass nianchc Lculc auf cigcnc Faust 
zu Sulfanilamidpraparaten greifen, wenn sie glaubcn, mit Go- 
norrhoe angcsleckt \vordcn zu sein oder wenn sic ?>prophy- 
laklischc Behandlungcc nolig zu haben meinen. Es isl klar, 
dass in solchcn Fallen cine Gonorrhoc ubcrschcn werden kann. 
Durch Einnchmcn von Sulfanilamidpraparaten vor den Kon- 
trolluntersuchungen kann auch eine Person mit nicht aus- 
gchciltcr Gonorrhoc vorubergehend die Gonokokken aus den 
Direktproben vcrschwindcn lasscn, um auf diese Weise ge- 
sundgeschricbcn zu Averden. So tcilcn u. a. Perin und Marceron 
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(31) mit, dass Prostituierte dies jetzt verschiedentlich vor 
den regelmassigen Kontrolluntersuchungen taten. 

In solchen Fallen kann der Kulturversuch bisweilen den 
wahren Sacbverhalt aufdecken, Doch ist in diesem Zusammen- 
hang zu unterstreichen, dass man sich nicht auf negativ aus- 
gefallene Kulturversuche gleich nach abgeschlossener Chemo- 
Iherapie verlassen darf. Es hat sich namlich gezeigt, auch in 
meinem Material, dass die Wachstumskraft der Gonokokken 
unter dem Einfluss von Sulfanilamiden fiir einige Tage so 
geschwiicht werden kann, dass sie beim Kulturversuch nicht 
auswachsen, selbst wenn die Direktproben einwandfrei Go- 
nokokken zeigen. 


Die Bedeutung der Chemoresistenz fiir das Ergebnis der 

Therapie. 

Seit der Einfiihrung der Sulfanilamide in die Gonorrhoe- 
therapie hat man feststellen konnen, dass gewisse Falle ge- 
geniiber diesen Praparaten resistent sind. In der letzten Zeit 
beginnt man auch zur Klarheit uber die Ursachen dieser Re- 
sistenz zu kommen. 

Nach Felkes (9) und besonders Schmith u. Reymanns (39) 
Unter suchungen liegt das therapeutische Versagen vor allem 
darin begriindet, dass gewisse Gonokokkenstamme sehr re- 
sistent gegen Sulfonamide sind. Diese sog. Chemoresistenz 
tritt sowohl in ^dvo bei Behandlung von Gonorrhoe mit ver- 
schiedenen Sulfonamiden als in vitro bei Ziichtung von Go- 
nokokken auf Nahrbdden, die diese Praparate enthalten, in 
Erscheinung. 

Schmith und Reymann (39) ziichteten Gonokokken auf 
Aszitesagar mit Zusatz von Sulfapyridin in 9 verschiedenen 
Konzentrationen, 0 — 8, wobei 0 die hochste und 8 die schwach- 
ste Konzentration angibt. Sie bezeichneten die Empfindlich- 
keit eines Gonokokkenstammes mit der Zahl der hochsten 
Konzentration, bei der die Gonokokken wachsen konnten, so 
dass also die resistentesten Stamme die niedrigsten Zahlen 
bekamen. — Die Gbereinstimmung zwischen den klim- 
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schcn Bchandlungscrgcbnisscn hci Gonorrhoc und dcr Rc- 
sistcnzziffcr dcr cntsprcclicndcn Gonokolckcnslaininc war sclir 
gut. Die Palienicn, die sicli als gegen Chcmollicrapic rcsistent 
crwicscn, waren rcgclinassig mil Slammcn mil niedriger Zif- 
fer infizierl, also solchcn Slammcn, die auch in slarkcn Siil- 
fapyridinkonzcnlralioncn waclison konnlcn. Nach Bcslimmung 
dcr Chcniorcsislcnz war also nach Sclimilh und Rcymann mil 
grosser Sicherheit vorauszusagcn, wic das Ergehnis dcr Che- 
inolhcrapic im cinzclncn Gonorrliocfall scin wiirdc. 

Ferner konnlc gczcigl werden, dass die Chcmorcsislcnz ci- 
ncs Gonokokkenstammes bci Chcrlragung auf cine andcrc Per- 
son clwa unvcrandcrl l)lich, woriiher auch von andcrer Scilc 
klinischc Erfahrungen vorlicgcn. 

Micschcr und Schnclz (27), die chcnfnils Unlcrsuchun- 
gen liber die Cbcmorcsislcnz in vitro gcmacbl linl)en, sind der 
Ansicbl, dass die unlcrscbicdlicbc Cbcmorcsislcnz dcr Gono- 
kokkenslammc kcinc so grossc Rollc fiir das Ergcl)nis dcr 
Cbcmolberapic spiclc. Gcslulzl auf cigcnc Unlcrsucbungcn, Ic- 
gen sic dar, dass die weclisclndc anlihaklcriclle Wirkung dcr 
Scren dcr Palienicn die grossle Rollc fiir die individuclle 
Prognose bci chcmolbcrapculiscb bcliandcllcr Gonorrlioc 
spiclc. 

Kinimig und Vonkcnncl (RS) gcl)cn an, in vitro kcinc ebe- 
morcsislcnlcn Gonokokkensliunme gefunden zai haben, auch 
niebt bci Palienicn, die sicb als kliniscb rcsislcnl gegeniiber 
vcrscbicdcncn Sulfonamidcn crwicscn ballen. 

Wic man sicbl, gehen die Meinungen uher das Vorkom- 
men und die clwaigc Bcdculung dcr Rcsislcnz von Gono- 
kokken immer nocli auscinandcr. Um cinen wcilcrcn Bcilrag 
zur Frage nacb dcr prognosliseben Bcdculung dcr Chemo- 
rcsistenz bci Gonorrlioc zu licfcrn, babe icb mil cincr cigenen, 
friiber vorgclcglcn Mclbodik (12) die Clicmorcsislcnz in vitro 
gegeniiber Snifapyridin und Siilfatliiazol an *10 Gonokokken- 
slammcn von 38 Palienicn dcr Lundcr Vcncrcologiscbcn Kli- 
nik und Poliklinik imlcrsucbl, 

Auf cine Sorie Scliokoladoplntton (nach McLeod-Rcymann) wer- 
den Sulfatbiazolldsimgon von vcrschicdencr Konzontration gotriiu- 
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felt, unci zwar 1 : 200, 1 : 400, 1 : 800, 1 : 204S00 (geometrische 

Verdunnungsserie). Auf jede Halfte jeder Platte wird je ein Tropfen 
^ctriiufeU. Nachdem die Tropfen vdllig eingosogen sind (nacli 2 — 5 
Stdn. bei IS® C), wird cine kleine und mogliclist konstante IMengc 
Gonokokken so gleichmassig wie niogiich tibor die Obcrfluclie der 
Flatten vcrstrichen. Nachdem die Flatten 24 Stunden lang bei 36,5® 
C in Zuclitungsgcfasscn gestanden haben, sieht man den Tropfen 
entsprcchend runde ))Hemmungszonen«, unbcwaclisene Flachcu in- 
mitten des ubrigen reichen Gonokokkenwachstums. Der Durchmes- 
ser nimnit init der fallenden Sulfathiazolkonzcntration der bclref- 
fenden Tropfen recht gleichmassig ab, M'as eine gutc Kontrollc da- 
fur bietet, dass keine grdberen melhodischcn Fehler begangen wor- 
deii sind. Als Ausdruck der Chemorcsistenz des Gonokokkenstammes 
gilt die Konzentration der schwachsten Sulfathiazollosung, von der 
ein Tropfen cine deutlichc Hemmungszonc hervorzurufen vermocht 
hat. Die Resislenz gcgeniiber Sulfathiazol (bzw. Sulfapyridin) wird 
durch die Zahlen 1 — 11 ausgcdruckt, wobei 11 die hochste Tropfen- 
konzentration, 1:200, und 1 die schwachslc, 1: 201800, bezciclmel. 
Jedes Interval!, z B. 3---i, bedcutel cine l^crdoppclung dor vorigen 
Konzentration. 10 bezeiclmet cine 512mal starkcre Konzentration 
(und somit Resistenz) als 1. Bei orientierenden Bestimmungen fiir 
den praktischen Gebrauch genugen Tropfenkonzentrationen entsi)re- 
chend den Resist cnzwerlen 8. 7, G, 5, 4 und 2, wozu 3 Flatten be- 
notigt werden. 

Einen Vcrgleich zwischen den mit dieser Tcchnik criuit- 
teltcn Rcsistcnzwcrten und dein klinischen Erfolg der ange- 
wandlen Chcinotherapie vcranschaiilicht das bcigcfugle Dia- 
gramm. 

Die in der vorliegenden Unlersuchung erhaltcncn Rc- 
sistcnzwertc durften als zicmlich signifikant gelten konnen, 
da samtliche Stamme durch glcichzeitige Doppclbestimmun- 
gen gegen Sulfapyridin und Sulfathiazol, biswcilcn zu \Yicdcr- 
holten Malen, unlersuchl \Yorden sind. Da der Unlcrschicd 
hinsichtlicli der Wirkimg zwischen den beiden Pniparaten 
schr konstanl ist (siehe das Diagrainm und S. 522), hat man 
dadiirch cine gute Konlrolle fiir die Riclitigkcit der Beslim- 
mungen. 

Unter den klinisch chcmoresislenlcn Stammen befinden 
sich drei mit dem Sulfathiazolwcrt 8 und holier. Unter den 
klinisch nichl resistenten Stammen findet sich keiner mit so 
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hohen Werten. — An zweiter Stelle stehen drei Stam- 
me mit den Werten 7—6. Unter den nicht resistenten haben 
fimf Stamine diese Werte. Beide Falle mit dem Werte 7 sind 
indessen mit grosseren Sulfatliiazoldosen als ublich behan- 
delt worden, was vielleicht erklart, dass sie sich klinisch nicht 
als resistant erwiesen haben. — Alle Stamme mit den 
Werten 5 und tiefer haben sich klinisch nicht resistent ge- 
zeigt, mit einer einzigen Ausnahme, namlich Stamm 126, der 
gegen die iibliche Dosis Sulfathiazol klinisch resistent war. 
Die Resistenzbestimmung, die fiir Sulfathiazol den Wert 4 
gab, wurde indessen erst 4 Wochen nach Reinziichtung des 
Stammes vorgenommen. Da es sich spater gezeigt hat, dass 
der Resistenzwert in manchen. Fallen in vitro recht bald ab- 
nchmen kann, liegt in diesem abw'eichenden Werte nichts 
Merkwiirdiges. Da der fragliche Stamm zu der vergleichenden 
Untersuchung Sulfathiazol — Sulfapyridin gehort, habe ich 
ihn in das Diagramm aufgenommen. 

Die Grenze der klinischen Resistenz gegen Sulfathiazol in 
der Dosis 6 g/Tag 3 Tage lang scheint also in diesem Material 
bei dem Werte 6 zu liegen. (Spater sind weitere 40 klinisch 
chemoresistente Falle hinzugekommen, bei denen die Re- 
sistenz zwnschen 10 und 6 lag. In einem weiteren Falle, in 
dem der Patient ein »Spatrezidiv« mit einem ^venig resisten- 
ten Stamm nach Chemotherapie hekam, konnte eine Reinfek- 
tion nachgew’iesen w^erden.) 

Die Dbereinstimmung zwischen den experimentellen und 
den klinischen Ergebnissen ist somit sehr gut. Ebenso wle 
Schmith u. Reymann (39), habe ich mit recht grosser Sicher- 
heit die Chemoresistenzbestimmungen in den einzelnen Go- 
norrhoefallen, prognostisch auswerten konnen. Bei Patienten 
mit dem Sulfathiazohvert 4 und niedriger bestehen sehr gute 
Aussichten, dass sie durch Sulfathiazolbehandlung in der 
ebengenannten Dosis geheilt werden. Patienten, deren Stamme 
Resistenzwerte von 8 und hoher haben, werden aller Wahr- 
scheinlichkeit nach Rezidive bekommen, wenn die Gonokok- 
ken iiberhaupt aus den Direktproben verschwinden. Was die 
Grenzfalle, mit den Werten 7—6 und in gewissem Ausmass 5, 
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betrifft, kann man den Klinikern den Bescheid geben, dass 
das Risiko eines Versagens gross ist, weshalb die betreffen- 
den Patienten lange unter Kontrolle bleiben miissen. (In 
niebreren Fallen sind bei Patienten mit dem Resistenzwert 7 
Oder 6 die Rezidive auffallend lange Zeit nacb abgescblossener 
Cbemotberapie aufgetreten.) 

Auf diese Weise verinag der Bakteriologe aucb gewisse 
Richtlinien fiir die Bebandlung zu scbenken. (In den recbt 
zablreicben Fallen, in dcnen die Diagnose durcb Kulturver- 
such gestellt worden ist, kann die Cheinoresistenzbestimmung 
oft gleichzeitig mit dem endgiiltigen Zucbtungsbefund vor- 
liegen, so dass sicb die Bebandlung von vornberein nacb dem 
Resistenzwert ricbten kann.) Der Patient mit einem resisten- 
teren Stamme bekommt sofort, obne dass man erst ein etwai- 
ges Rezidiv abwartet, eine bedeutend grossere Dosis als iiblicb 
(siebe bieruber S. 527), und er wird, aucb wenn die Direkt- 
proben negativ sein sollten, langere Zeit durcb wiedcrboltc 
Kultur\'ersucbe konti'olliert. — Besonders wenn man mit- 
tels Kulturversucben kontrolliert, diirfte dagegen die Obsei- 
vation in den meisten (nicbt resistenten) Fallen stark ab- 
gekiirzt werden konnen, was fur im Krankenbaus liegcnde 
Patienten, besonders Frauen, wirtscbaftlicb sebr wesentlicb 
ist. Die Unkosten fiir Ziichtung und Cbemoresistenzbestim- 
inung diirften sicb bei den betreffenden Patienten im Hinblick 
auf die damit zu erzielende Abkurzung des Krankenbaus- 
aufentbaltes sebr wobl lobnen. 


Andere fiir das Ergebnis der Chemotherapie hedeutsame 

Faktoren. 

Unsere beutige Einsicbt in die Bcdeutung der Immunital 
bei Gonokokkeninfektionen ist sebr liickenbaft. Indessen wa- 
ren Miescber und Scbnetz (27) der Ansicbt, es liege eine wecb- 
selnde antibakterielle Wirkung der Seren der verschiedenen 
Patienten vor, und diese sei der entscheidende Faktor fiir die 
Prognose bei der chemotberapeutiscb bebandelten. Gonorrboe. 
Sowohl Scbmith und Reymanns als meine eigenen oben vor- 
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gelegten Erfahrungen sprechen jedoch entschieden gegen die 
Richtigkeit dieser Ansicht. 

Andererseits scheinen immvmisatorische Yorgange biswei- 
len eine gewisse Rolle spielen zu konnen. Hierfur spricht u. a. 
der Umstand, dass die Sulfanilamidbehandlung der Gonorrhoe 
viel besser wirkt, wenn diese einige Wochen alt ist, als wenn 
es sich urn eine ganz frische Infektion handelt. Ferner ist die 
Heilungszahl, einerlei, welches Mittel man anwendet, prozen- 
tual in der Regel bei Frauen hoher als bei Mannern, was zum 
Teil daran liegen kann, dass die Gonorrhoe der Frau in der 
Regel langer unentdeckt bleiben durfte als die des Mannes. 
In meinem (im Diagramm dargestellten) Material betreffen 
samtliche chemoresistenten Falle Manner, also im Einklang 
mit der friiheren Erfahrung. Doch kann es sich, da das Ma- 
terial nur klein ist, um einen Zufall handeln. 

Ein anderer Faktor, der bisweilen fiir die Prognose von 
Bedeutung sein kann, ist der Gehalt des verabfolgten Sulfon- 
amidderivates im Blute. Man weiss, dass vom Darm aus Sul- 
fonamidpraparate bei verschiedenen Menschen etwas verschie- 
den stark resorbiert werden, und dass die Azetylierung, durch 
die das Praparat in eine unwirksame Form gebracht wird, 
mehr oder weniger stark sein kann. Es ist also denkbar, dass 
die Chemotherapie erfolglos bleibt, wenn der fragliche Gono- 
kokkenstamni noch gerade genugend empfindlich ist, um von 
dem angewandten Sulfonamidpraparat beeinflusst zu werden, 
der betreffende Patient das Mittel aber schlechter resorbiert 
als gewohnlich. Die Schwankungen des Resorptionsvermogens 
erreichen jedoch bei weitem nicht dieselbe Grossenordnung 
wie die Schwankungen der Gonokokkenresistenz, die Unler- 
schiede bis zum Verhaltnis 1 : 500 aufweisen konnen (siehe 
das Diagramm). Unterschiede der Resorption konnen daher 
kaum entscheidende Bedeutung fiir das Behandlungsergebnis 
haben. 

In manchen Fallen kann, worauf u. a. Haxthausen (14) 
aufmerksam gemacht hat, ein klinisches Versagen der Chemo- 
therapie moglicherweise darauf zuriickzufiihren sein, dass die 
Gonokokken noch in einem abgekapselten, meist eitergefull- 
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ten Herde verbleiben, z. B. periurethral oder in dcr Prostata. 
Man weiss, u. a. durch Unlersuchungen von Colin MacLeod 
(25) sowie Lockwood und Lynch (21), dass Liter Substan- 
zen enthalt, die die Wirkung dcr Sulfonamide henimen. Es 
ist dann durchaus verstandlich, dass die Gonokokken in cinem 
solchen Herde forticben konnen, da sic darin dcr Wirkung dcs 
Sulfonamids entzogen sind. 


Gibt es eine Gefalir eincr Ziinalime dcr Anzahl 
chemoresist enter Siamme? 

Ein Problem, das in dcr letzlen Zeil in der Chcmolhcrapic 
in den Vordergrund gctrclcn ist, ist die sog. Chemorcsistenz- 
erhohung. Darunlcr verstehl man das Vennogen cincs Bak*- 
tcricnstanimes, seine Resistenz gegen Sulfonamide zu erhohen, 
wenn er in cinem Milieu wachsl, das ein Sulfonamidpraparat 

in passender Konzcntralion enthalt. Chcmorcsislenz- 

erhohung kann sowohl in vitro als ini Icbcndcn Organismus 
cintreten. Schmith und Rcymann (tS9) haben in ein paar Fal- 
len wahrend dcr Bchandlung von Gonorrhoe cine Erhohung 
der Chemoresislenz nachweisen konnen. Andcrerscits haben 
sic durch Untersuchung von Gonokokkcnslammen aus der 
Zeit vor Einfuhrung der Chcmothcrapie zeigen konnen, dass 
es auch primar hochrcsislcnte Siamme gibt, weshalb das Auf- 
Ireten der chcmorcsistcntcn Siamme wenigslcns nichl aus- 
schlicsslich auf cine durch ungeniigende Chcmolhcrapic her- 
vorgerufene Rcsislcnzerhohung zuruckgcfiihrl werden kann. 
Sie haben ferncr (3S) und (40) die schr wichtige Fcststellung 
gcmacht, dass cine Rcsislcnzerhohung, die unlcr dem Ein- 
fluss cincs gewissen Sulfonamidpraparals cingctrclcn ist, 
gleichzeilig auch cine enisprcchcndc Erhohung dcr Resistenz 
gegenuber anderen dcrartigen Pniparaten niit sich bringt. 

In zwei Fallen mcincs Materials hat eine Rcsistenzerhdhung 
festgeslellt werden konnen: 

Fall 4. Ein Mann bekam 4 Tagc king taglich 0.5 g X 5 Sulfapyri- 
din. Wahrend dicser Zeit erhohtc sich die Rcsislcnz des Gonokokkeiv 
slatnmes in vitro ctwa auf das IGfachc, so dass dcr Patient sich 
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lung und Kontrollc der Gonorrlioe sind in moglichst grossem 
Ausmass Sache des Facliarztes. 

Ausser durcli Chemoresistenzerliohung Kann eine bedeu- 
tende Zunalime der Anzahl chemorcsistcnler Stiimme auf an- 
dere Weisc eintreten. Wenn nainlich die cliemoresisienlen 
Falle von Gonorrhoc nicht geniigend kontrolliert werdcn, am 
besten durch Kulturversiiclie, so beslehl zweifcllos, wie sclion 
hervorgehobcn, die Gefahr, dass Avenigslens ein Teil der be- 
treffenden Paiienten als unentdcckte, symplomcnfreie An- 
steckungsqiiellen umliergchen wcrden. Jede Person, die mil 
ihren resistenicn Stammcn angestccki wird, lauft cbenfalls 
Gefahr, bci Behandlung in gleichcr Weise anschcinend gesimd 
zu wcrden, in Wirklichkcit aber Gonokokkcntrager zu bleiben. 
Auf dicse Weise konnen einige Avcnigc chemoresistcnle Stam- 
nie binneii ziemlicli kurzer Zeil zu cincr relativ grossen An- 
zalil chemorcsistenter Gonorrhbefalle fulircn. 

Auf diesen bciden Wcgen kann es also zu cincr Zunahmc 
der AnzabI chcmoresislcnler SUiinmc kommcn, Lomliolt (22) 
vies schon 1940 darauf bin, dass die Zahl der chemoresisten- 
len Stamme in Kopenbagen in langsamcm Sleigen begriffen 
sci. Seiner Ansicht nach werden dicse Slammc mebr und melir 
dominieren, und man konne befiircliicn, dass dadurcli imsere 
heutige Chemothcrapie mil der Zeil vollig kompromettiert 
werde. 

Gliicklicberwcise diirftcn wr gegeniiber den angedculetcn, 
viellcicbt rcclit grossen Gefahrcn nichl wehrlos scin. Wir kon- 
nen zwei vcrschiedcne Wegc bcscbrcilcn, uni ihrer Herr zu 
werden. Einnial die Herstellung immer wirksamcrer chemo- 
Iherapeuliscber Mittel und ibre bcstmdglicbe Amvendung, 
Zweitens sichrerc Diagnose und bcsscrc Konlrolle, die ihrer- 
seits in erheblichem Grade auf dem Kullurvcrfabren fussen 
niiissen. 


TPa/i/ der Prdparate fiir die Bchandhing, 

Die meisten fiibrenden Venereologen sclieinen sicb einig 
darin zu scin, dass das Sulfatliiazol gcgenwarlig dasjenige 

Acta path. Vol. XX. 3 
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Praparat isl, das bei Behandlung der Gonorrhoe die besten 
Erfolge zeitigt. Zahlreiche Zusammenstellungen klinischer Er- 
gebnisse aus verschiedenen Landern lassen erkcnnen, dass 
Sulfathiazol dem Sulfapyridin klar iiberlegen und dieses sei- 
nerseits erheblich besser als Sulfanilamid ist. Es hat sein be- 
stimmtes Interesse, dass sich dieser Unterschied in der kli- 
nischen Wirkung sehr genau bei Versuchen in vitro repro- 
duzicren lasst. So haben Schmith und Reymann (40) gezeigt, 
dass die wachstumshemmende Wirkung des Sulfathiazols in 
\7tro gegeniiber Gonokokken etwa zehnmal so stark ist vde 
die des Sulfapyridins, und die des Sulfapyridins etwa neumal 
so stark wie die des Sulfanilamids. Miescher und Schnetz (27) 
fanden eine 4 — 8mal so starke wachstumshemmende Wirkung 
des Sulfathiazols wie die des Sulfapyridins und eine 16 — 64- 
mal so starke wie die des Sulfanilamids und Albucids. Von- 
kennel und Kimmig (47) haben Versuche mit verschiedenen 
von Kimmig dargestellten, dem Sulfathiazol verwandten Ver- 
bindungen, Thiodiazolen, gemacht, um ihre Wirkung auf Go- 
nokokken zu priifen. Einige von ihnen erwiesen sich in vitro 
und bei vorbereitenden klinischen Versuchen als von guler 
Wirkung. 

In ciner Reihc noch unverdffentlichter Versuche habe ich 
die Wirkung von einigen dieser letztgenannten Verbindungen 
in vitro u. a. auf Gono- und Pneumokokken sow'ie Coli unter- 
sucht. Die Ergebnisse sind in gewisser Hinsicht giinstig, und 
es ist moglich, dass sich eine dieser Verbindungen auch als 
klinisch wertvoll erweisen wind. 

Bei vergleichender Priifung der Wirkung von Sulfapyridin 
und Sulfathiazol in vitro an meinen 40 Gonokoklienstammen 
(siehe das Diagramm) war die Wirkung mit Sulfathiazol etwa 
8mal starker, einerlei, ob die Priifung an mehr oder weniger 
resistenten Stiimmen ausgefiihrt wurde. 

Auch die experimentellen Befunde sprechen also zugun- 
sten des Sulfathiazols-. Das Sulfapyridin ist teurer, weniger 
effektiv und starker toxisch als Sulfathiazol, ausserdem 
scheint es eine gewisse Gefahr erhohter Resistenz des Gono- 
kokkenstammes bei misslungener Therapie zu bedeuten. Sul- 
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fanilamid isl zwar billig, doch wcil wcnigcr wirksam als die 
licidcn andcren Millel. Das Hisiko, hicrmil syniplomcnfreie 
Anslcckungsqucllcn zu schaffen, isl vcrimiUich rcciil gross. 

Von inchreren Scilcn hal man gulc Krfolge mil Sulfame- 
fhylthiazol gcmcldcl. Es sclicinl in vitro (nacli cigenen un- 
vcroffcnlliclilcn Unlcrsucluingcn) nur wenig schwiichcr als 
Sulfalhiazol zu scin, wird aber unrcgcimassig rcsorbicrl und 
in bcdculend boherem Masse azclylicrl als Sniralbiazol. Da die 
Azclylvcrbindung ziemlich sclnvcrldslieb isl, isl die Gefabr, 
dass es zu Konkrcmenlbildung komml, ziemlieh gross. Ferner 
sol! Sulfamcibyltbiazol (oxisebe Nebenwirkungen, spczicll 
Xcuriliden, hervorrufen kdnnen. Nacb den Unlersuebungen 
Biclers u. a. (2) an Kiieken soli die Melliylverbindung mebr 
als Sulfalhiazol Sehadigungen des Xcrvensyslems hervorrufen. 
Nacb Moeschlin (28) l)c\virkl es aucb dfler bamolylisehc Anii- 
mic. Bcrglund und Frisk (1) warnen wegen der Gifligkeil des 
Sulfamclbyllbiazols vor seiner Verwendung bci Pneumonic. 

Bci der Priifung ncuer Cbcmolherapculika isl nacb Mog- 
lichkcil an samllichcn Gonokokkcnsliimmcn die (]bcmoresi- 
slcnz zu beslimmen. Nur dadureh liissl sich die Febicrqucllc 
vcrmcidcn, die in eincr ungiciclimassigen Verlcilung chemo- 
rcsislenlcr Fallc auf Priifungsgruppe nnd Konlrollmalerial 
sleek I . 


TV/e soil Sulfalhiazol dosicrl wcrilen? 

Als gceignclc Dosis cmpfiehll n. a. Haxibausen (M) 1 g 
Cmal liiglieb bci eincr Bcbandlungszeil von 2, evil. 3 Tagcn. 
Zwar kann man in vielcn Fiillcn mil nur eincr odor cin paar 
grosser! Dosen cine Ilcilimg bcrbcifuhi'cn, xvic es u. a. .Mieschcr 
(26). Hamann (13), Bonncvic (3) sowic Iliimcl und Link (17) 
vcrsucbl baben, indcssen scbeinl die Erfahrung cinslwcilcn 
doch dafiir zu sin'ccbcn, dass die Hcilungszabicn bci eincr 
etwas langeren Bcbandlung grosser sind. (Siche u. a. Haxibau- 
sen (14) sowic Hr’ad und Pclrin (16).) In Lurifl werden soil 
Endc 1940 3 Tagc larig 6 g Sirlfalbiazol liiglieb gegeben. 


33 * 
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Dosierung bei c h em o r e s i s t e n t e n Fallen. 

In den Fallen, in denen ein erster »Stoss« mit einem Sul- 
fonamidpraparat wirkungslos geblieben ist, oder in denen eine 
Chemoresistenzbestimmung hohe Werte zeigt, durfte es sich 
cnipfeblen, einen Versucb niit einer bedetitend hoheren Dosis 
zu machen, wie u. a. Haxthausen (14) empfiehlt. Da die Re- 
sistenz in vitro so eng mit der Sulfathiazolkonzentration zu- 
sammenhangt, erscheint es nicht unwahrscheinlich, dass eine 
hohere Blutkonzentration in vitro ebenfalls einen besseren 
Effekt zeitigen wird. Einer meiner Palle ist ein pralitischer 
Beweis dafiir, dass es sich tatsachlich so verhalt. 

Fall 6. Ein Mann bekam 3 Tage lang 6 g pro Tag Sulfatbiazol. 
Die Gonokokken verscbwanden wahrend der Behandlung aus den 
Direktprohen, waren aber nach ein paar Tagen wieder da. Es wurde 
sofort ein zweiter Stoss eingeleitet, 12 g pro Tag wabrend 3 Tagen, 
der zur endgtiltigen Heilung fiihrte. Der Gonokokkenstamm (320— 
324) war also gegen Sulfathiazol in der ersten, schwacheren Dosis re- 
sistent, dagegen nicht gegen die dann einverleibte, doppelt so grosse. 


Praktische Folgerungen aus den neuen Erfahrungen. 

1. In jedem Falle, in dem Verdacht auf Gonorrhoe be- 
steht, die Direktprobe aber negativ ausfallt, ist der Kul- 
turversuch auszufiihren, namentlich wenn es sich um 
als Ansteckungsquellen bezeichnete Personen handelt. 
Frauen ist die Freiheit von Gonokokken nur nach Kon- 
trolle durch Kulturversuch, wie am besten 3mal wieder- 
holt wird, zu bescheinigen. 

2. Alle Frauen, bei denen man eine Salpingitis vermutet 
Oder die wegen Fluor zum Arzt kommen, ohne dass 
eine zufriedenstellende gynakologische Erklarung der 
Symptome vorliegt, sind durch Kulturversuch zu unter- 
suchen. 

3. Nach beendigter Behandlung w^eiblicher Gonorrhoe ist 
die Heilung sehr sorgfaltig durch wiederholte Direkt- 
proben und mindestens zwei Kulturen zu untersuchen, 
von denen wenigstens die eine gleich nach der Men- 
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stniation, wo die Aiissiclilen auf cinen posiliven Be- 
fund am grossteii sind, auszufuliren ist, (Nach gewis- 
sen Aiiloren, ii. a. Sommer und Riither (41), soil die 
Cervixprobe zur Kiilliir stall dessen am zweiten Tage 
der Regcl enlnommen werden.) 

4. Bei Mannern isl die Kontrolle durch Kullurversucli er- 
Aviinscht. Kann sie niclil diirchgcfiihrl werden, so ist 
die Heilung nach abgeschlosscncr Thcrapic sehr sorg- 
fallig durcli wiederlioltc Dircklprobcn zu kontrollicren. 
Bei cinem clwaigcn Rezidiv ist nach Mbglichkeit nach 
der ncuen Kur Kontrolle durch Kultiir vorziinehmen. 

5. Bei der Bchandlung isl nach der heutigen Erfahrung 
Sulfathiazol zu verwenden, zwcekmassig in dcr Dosis 
1 g 6 X tagh 2 — 3 Tage lang. Bei Rezidiven isl soforl 
cin neucr Behandlungsstoss mil bcdculcnd hohercr Do- 
sis einzulcitcn, 

6. Ncuc Pniparatc sollcn nur bei glcichzeiligcr Bcstini- 
mung der Chcmoresislcnz der Gonokokkenstamme der 
belrcffendcn Patienten gepruft werden, da die Rcsi- 
stenz, wie schon hervorgehoben, stark schwanken kann, 

7. Wo die Moglichkcit dazu vorhanden ist, cmpfielilt sich 
die Chemoresistenzbestimmung bei alien Fallen, die 
sich bei der crslen Kur mit Chemolhcrapic als resistent 
enviesen haben. Solltc sich der fragliche Gonokokken- 
stainm dabei als wenig resistent erweisen, so ist nach 
abgekapselten Herdcn, z, B. periurethral gclegencn, zu 
suchen und die enlsprechcndc Bchandlung durchzufiih- 
ren, ferner ist die Moglichkcit der Rcinfektion zu cr- 
wagen. Falls moglich, wird bei eincr ncuen Kur untcr- 
sucht, wie hoch dcr Sulfathiazolgehalt dcs Blutcs an- 
stcigl, um so zu kontrollicren, dass die Resorption in 
normalcm Umfang vor sich gcht. Sollte dies nicht dcr 
Fall scin, so wird viclleicht cine parcnteralc Einver- 
leibung zum Ziele fuhren. 

8. Das Ideal ware, bei jedem Falle von Gonorrhoc cinen 
Kulturvcrsuch mit anschliessender Chemorcsistenzbe- 
stimmiing vorzunchmen. Man wiirdc dann friihzcitig 
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wissen, wie sich die Prognose im Einzelfalle ausnimmt, 
und konnte die Behandlung und Kontrolle danach ein- 
richten. In den Fallen, bei denen die Diagnose allein 
durch Kultur gestellt wird, kann die Chemoresistenz- 
bestimmung in der Regel gleichzeitig mit der Knltur- 
analyse fertig sein. Es ist dann moglich, die Behand- 
lung sofort nach der Resistenz anzupassen. Am besten 
ware es vermutlich, stets eine solche »primare Re- 
sistenzbestimmung« mit verzdgerter, individualisierter 
Behandlung durchzufuhren. 

Durch die primar ausgefiihrte Resistenzbestimmung ge- 
winnt man ferner die Moglichkeit, sclion von Anfang an und 
bis zur endgiiltigen Heilung die Trager der tiickischen re- 
sistenten Gonokokkenstiimme zu isolieren. Selbstverstandlich 
ist mit grosster Energie danach zu streben, dass die An- 
steckungsquellen dieser Patienten mit chemoresistenter Gono- 
kokken entdeckt und unter Kontrolle gebracht werden. 

Bei ‘Beachtung der oben aufgezahlten Punkte diirfte es 
wahrscheinlich moglich sein, die Gonorrhoe als Volksubel 
wirksamer zu bekampfen, als es jetzt der Fall sein durfte. 


Zusammenfassung. 

Die Gonokokkenkultur hat erst in den letzten Jahren und 
namentlich seit Erscheinen der Arbeiten McLeods und seiner 
Mitarbeiter sowie Neumanns praktische Bedeutung erlangt. 
Durch die von Reymann eingefiihrten Rohren fiir den Proben- 
versand, in denen sich die Proben bis zu 12 Stunden und oft 
noch langer halten, ist die Gonokokkenkultur als diagnosti- 
sche Methode in die Reichweite der meisten Arzte geruckt. 

Die grosse Oberlegenheit der Kultur gegeniiber der mikro- 
skopischen Untersuchung von Ausstrichpraparaten bei der 
Diagnose der Gonorrhoe, besonders bei Frauen, ist durch die 
Arbeiten der letzten Jahre, auch die des Verf.s, klar erwiesen. 

Auch bei Kulturen vom Rektum werden bisweilen Gono- 
kokken gefunden, wahrend die Ausstrichpraparate negativ 
sind. 
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Die nach chemothcrapciUischcr Bchandlung auftretenden 
Rezidive slcllen sich oft sehr spill cin und lasscn sicli in vielen 
Fallen nur durch Kullur feslslellen. iManchc Palientcii trclcn 
nach der Clicmolhcrapie in cin Sladium lalcnler Gonorrhoc 
ohne klinische Symploinc cin. Sic konnen langc Zcil symplo- 
jnenfreie Anslcckungslragcr scin, und die Gonokokken kon- 
nen in vielen Fallen nur durch die Kullur nachgcwicsen wer- 
dcn. Da die von dicsen lalcnlcn Kciinlragcrn angeslcckten 
Personen cbenfalls cine gegen Chcmolhcrapic resistcnlc Go- 
norrhoe bckoininen, slcllen die lalcnlcn Gonokokkcnlnigcr 
cine schwcrc offcnllichc Gcfahr dar, \vcslialb cifrig nach ihnen 
7,11 fahnden isl, und zwar besonders miUels Kullur. 

Bei dcr Bcsliinmung der Clicinoresislcnz in vilro gegen 
Siilfalhiazol und Sulfapyridin lial sich cine schr gulc Ober- 
clnsUmmung zwischen dem Rcsislcnzwcrl und dem klinischen 
Bchandlungscrfolg hcrausgcslclll. Die Prognose bci chcino- 
Ihcrapculisch bchandellcr Gonorrhoc liissl sich also mil gros- 
ser SichcrJicit aus dcr Chcmoresislcnzbcslimmung ablcscn. 

Dcr Verf. schliigl vor, bci alien Fallen von frischcr Go- 
norrhoc die Gonokokkcnkullur und die Chcinorcsisicnzbesliin- 
mung durclizufiihrcn, urn so die Bcliandlung und vor allem 
die Konlrollc nach bccndiglcr Bchandlung gemass den Rcsi- 
slcnzwcrlcn gcslallcn zu konnen. Palicnlcn mil in vilro re- 
sislcnlcn Slainincn sind am bcslen Ins zur cndgiilligcn Hci- 
lung im Krankcnliaus zu isolicren, so dass sic keine Moglich- 
keit haben, andcrc mil dicsen rcsislcnlcn Gonokokken an- 
zustcckcn. 

Sowoh! die praklischc Erfahriing als auch cxpcrimenlclle 
Unlcrsuchungcn sprcchcn dafiir, dass Praparatc dcr Sulfa- 
Ihiazolgruppe solchcn der Sulfapyridin- und dcr Sulfanilamid- 
gruppe vorzuzichen sind. Bci dcr Priifung ncucr Pniparalo 
isl sleis auch die Chcmoresislcnzbcslimmung auszufuhrcn. 

In klinisch chcmorcsislcnlcn Fallen isl cine crncule Bc- 
handlung mil stark crhohler Dosis durclizufiihrcn. Dies durflc 
grossere Aussichl auf Erfolg haben, als Avenn man \vicdcr- 
holtc Versuchc mil dcr bcim crslen Male angewandten Dosis 
inachl. 
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RECHERCHES SUR LA FERMENTATION 
MUTATIVE DES BACTfiRIES 

Par Mavlin Kristenscn. 

(Regu par la Redaction le 26. 7. 1942). 

VIL FERMENTATION MUTATIVE DU BACILLE 
TYBHIQUE ENVERS LA DULCITE, L’ARABINOSE ET 

LE XYLOSE 

Au chapitre VI (vol. XIX, p. 551) on a parle de la mutation 
primaire du bacille typhique sur milieu contenant du xylose, 
par laquelle est supprimee la combinaison existante d’un fai- 
ble pouvoir fermentatif et d’une croissance entravee. On ex- 
posera ici un nombre d’experiences faites avec les memes 
souches du type II, qu’on a mentionees dans le memoire pre- 
cedent, en vue de la fermentation mutative tppique de la 
dulcite, de la l-arabinose et, surtout, du xylose, telle qu’elle 
apparait a I’acidification (jaunissement d’un milieu contenant 
du bleu de bromothymol ) . Les especes de sucre employees 
venaient de Merck. 

Par ensemencement des 8 souches en ExB, partie sans 
addition, partie avec 1/2 % de dulcite, partie avec % % d’ara- 
binose, la dulcite s’est montree indifferente vis-a-vis de la 
croissance et de la production d’alcali (coloration bleue), aussi 
longtemps qu’aucune fermentation mutative ne s’etait pro- 
duite. Par contre on a obserxm un effet entravant (partie 
inconstant), fort ou faible, de I’arabinose envers toutes les 
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souches, exceple le numcro 2. Somme toulc I’arabinosc s’csl 
montrec d’un effel moins cnlravant que Ic xylose. 

Ensiiite les 8 souches out cle ensemcncees cliacune dans 
8 tubes de dulcite, 8 lubes d’arabinose cl 8 lubes de xjdosc, 
apres quoi on a expose la moitie de ebaque cspccc do cultures 
a une temperature de 22", 1 ’autre moitie a unc temperature 
de 37". On a surveilld les tubes pendant 22 jours, pour aulant 
qu’aucune acidification n’dtail survenue anlcrieurcmenl. Dans 
loutes les souches on a observe une fermenlalion tardive dcs 
3 especes de sucre, exception faile du no. 8; ici aucun dcs 
tubes d’arabinosc n’a fermente. 

Pour les signes do fermenlalion les epoques suivanles sonl 
les premieres observees: 

dulcilc jaunissemont pnrtiel nu bout dc 10 jours, 

» complet » » » 11 » 

arabinoso » comi)let » » » 3 » 

x.vlosc partiel » » » A » 

» compict » » i> .5 » 

Dans Ic nombre de lubes suivanl un jaunisscmcnl complet 
ou partiel s’esl imoduil an bout de 22 jours: 


cultivation h 

22^ 

37" 

clulcitc 

21 

27 

arabinose 

6 

5 

xylose 

7 

32 


Done, la mutation envers le xylose s’est produite d’une 
maniere bdaucoup plus facile a 37" qu’a 22", envers la dul- 
cite il y avail une difference correspondante, mais plus petite, 
tandis qu’aucunc difference appreciable n’clail observee pour 
rarabinose. 

Qu’il s’agissail recllement d’une fermentation mutative en- 
vers I’espece de sucre addilionnee au milieu de base a etc 
dcmonlre par dissemination sur des plaques avec la memo 
espece de sucre. Pour les plaques aussi, la croissance cl I’aci- 
dification sc sonl, somme toulc, mieux rcalisccs a unc tempe- 
rature de 37" qu’a cclle dc 22". Dans la plupart des cas il 
s’est produit sur les plaques unc culture cl dc colonics blcucs 
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Fig. 5, 

Cours de imitation dans quatre series de IDS a 110 tubes ctiacune, 
{Ex)Du: Forme originelle ensemenc6e en dulcite. 

(Ex)Xy: » » )> » xylose. 

(Xj^Du; )> ayant subi la mutation primaire envers le xylose, 
ensemencee en dulcite. 

(Xy)Xy: » ayant subi la mutation primaire envers le xylose, 

ensemencee en xylose. 

et de colonies jaunes, ce qu’il faut considerer comme un 
temoignage de ce que la fermentation dans les tubes, desquels 
on avait ensemence les plaques, avail ete d’ordre mutatif. 
Dans quelques cas il ne s’est produit que des colonies jaunes; 
ce qui peut etre attribue ou a une mutation, dans laquelle 
la forme primitive est complMement supprimee, ou a une 
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Tableau 9. 

B(5sultat de diss6minalions sur plaques a dulcilc ou iv xylose, dont 
dcs tubes milieu liquido contenant respectivement de la dulcitc 
ct du xj'losc ont jauni aux dates indiqudes. 



DulcUc 

XAiose 

Colonies bleiies 

1 

12. 12. 12. 12. 16. 16. 16. 16. 16. 
16. 16. 21. 50. 87. 87. 

Colonies jaunes 

15. 15. 30. 33. 33. 33. 1 
33. 33. 

! 

Colonies blcues 
el jaunes 

13. 15. 15. 30. 33. 31. 
’85. 87. 89.5)0. 91. 

1 8. 8. 8. 8. 9. 12. 12. 12. 12. 16. 
16. 16. 16. 16. 16. 16. 16. 39 — 
19. 79. 79. S3. 84. 86. 86. 91. 93. 
93. 03. 03. 93. 99. 


fermcnlalion primairc, mais lenlc; ccci csl pourlanl invrai- 
scmblablc, si la fermentation survient lieaucoup plus vite dans 
la culture sccondairc sur la plaque que dans la culture jiriini- 
tivc, Enfin il j' avail plusieurs cas oil seulcmcnt dcs colonics 
hlcucs s’etaienl produilcs. Dans ccs cas-ci Ic pouvoir fermen- 
latif — primaire ou mulatif — a dii elrc trop faible pour 
pouvoir sc manifcslcr sur Ics plaques employees. Dans Ic 
nombre dc souches suivant il s’csl produit et dcs colonies 
bleiics cl dcs colonies jauncs sur une ou plusieurs dcs pla- 
ques cnscinencees: dulcitc 4, arabinose 3, xylose 7. Dans Ics 
autres cas il cst du inoins possible que la fcrmcnlalion ail 
eld nnilative. 

Ensuitc la souche 6 a die cnscmencec cn 108 lubes d’ExB 
avee dc la dulcitc ct en 110 lubes d’ExB avec du xylose; deux 
scries correspondantes ont etc cnsemcncees de la ineme sou- 
chc, apres qu’on I’a d’abord fait subir la mutation primaire 
envers le xylose, mentionnee au chapilrc VI. Nous designerons 
ces 4 series respectivement comme (Ex) Du, (Ex)Xy, (Xy)Du 
et (Xy)Xy. Lcs tubes ont 6tc survcille pendant 122 jours, pour 
aulant qu’ils n’avaient pas jauni antorieurement. A 15 — 17 
jours d'inlervallc on a rcmplace ce qui avail disparu par dva- 
poration cn additionnant de I’cau redislillce. On cn a inscril 
le resultat graphiqucmenl dans la figure 5 cn appliquanl la 




534 


meme construction que dans la fig. 4 (vol. XIX, p. 539) Nous 
voyons que c’est a peu pres sans importance quant a la mu- 
tation envers la dulcite, si la culture a subi d’avance la mu- 
tation primaire envers le xylose ou non. Par centre y a une 
difference considerable entre les rapports des deux cultures 
envers le xylose: c’est seulement le 47^ jour que la culture 
tXy) Xy commence a donner une fermentation %'isible, tandis 
que les cultures (Ex)Xy fermentent a des epoques beaucoup 
plus avancees. 

D’une grande partie des cultures fermentantes on a fait 
une dissemination sur plaque avec I’espece de sucre corre- 
spondante. Le resultat en ressort du tableau 9. Ici on a reuni 
les deux series de dulcite, la difference en etant peu impor- 
tante: de meme on a reuni les deux series de xylose, lesquelles 
sont pourtant faciles a distinguer Tune de I’autre, puisque 
toutes les fermentations survenues jusqu’au 39« jour inclus 
appartiennent a la serie (Ex)Xy, les autres a la serie (Xy) Xy. 
II apparait que toutes les cultures des series de dulcite ont 
donne ou des colonies et bleues et jaunes, ou exclusivement 
des colonies jaunes, tandis que toutes les colonies des series 
cle xylose ont donne ou des colonies et bleues et jaunes, ou 
exclusivement des colonies bleues. Pour les cultures ou tou- 
tes les colonies etaient ou bleues ou jaunes, la fermentation 
observee dans les tubes a vraisemblablement ete mutatm, 
une fermentation lente et primaire ayant du se manifester 
d’une maniere plus homogene dans les differents tubes de la 
meme serie. L’occurence assez frequente de plaques a colonies 
exclusivement bleues dans les series de xylose, surtout dans 
la serie (Ex)Xy, porte a croire qu’ici les mutants fermentent 
somme toute assez lentement. Ceci ressort aussi d une evalua- 
tion des espaces de temps ecoules depuis le commencement 
du jaunissement jusqu’au jaunissement complet de chaque 
tube particulier. Tandis que dans les deux series de dulcite, 
pour la plupart des cas, cet espace de temps n’a pas surpasse 
3 jours, il a ete souvent de 4 jours dans la serie (Xy)Xy 
mutant tardivement, et meme beaucoup plus long dans les 
cultures qui se sont teintes completement en jaune au bout 
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dc plus de 102 jours, II est pourlant d^in iiiteret tout parti- 
culicr que Tespace mcntionnc cst singuUerement long dans 
la serie (Ex)X 5 ’' mutant precocemenl, ou la plupart des cul- 
tures commengaient a devenir jaimatres au bout de 6 ou 8 
jours, tandis que Ics epoques du jaunissement complet sc 
Irouvaicnl cchelonnees dans unc periode allant du jusqu’au 
17^ jour apres renscincncenicnt, le plus souvent du 13^ jus- 
qu’au 16c jour; unc sculc culture a jaiini ii unc epoque en- 
core tardive, a savoir Ic 39^ jour. Done Tcspace dc temps ccoule 
du jaunissement commen^unl jusqu’au jaunissement complet 
a souvent constiluc la moilic environ de Tespace entier dc 
renscmcnccmcnt jusqu’au jaunissement complet. On pourra 
done admellrc qu’il s’est ccoulc plusieurs jours de la muta- 
tion meinc jusqu’au jaunissement commen^ant, ct nous par- 
venons ainsi a cc rcsullal que la mutation memc a dii se pro- 
duirc a unc epoque Ires precoce, vraiscmblablemcnt deja au 
bout des premiers deux ou trois jours, ou quo Ics cultures peiil- 
elre meme avant rcnsemcncomcut dans Ic milieu a xylose ont 
contenu quclques individus, faisant fermenter le xylose. Done 
il y a lieu dc disiinguer nettement la rapidite dont la muta- 
tion survient d’avec la rapidite dont Ics mutants survenus 
fermcnlent. 

Lcs deux courbes de dulcilc ct la courbe (Xy)Xy presen- 
tent une tendance prononcec vers un cours rcctiligne, qui 
cependant ne commence que 2 mois e. apres renscmenccinent. 
Autant qu’il cst possible dc juger d’apres lcs cspaces dc temps 
s’ecoulant depuis le jaunissement particl jusqu’au jaiinissc- 
mcnl complet, la difference de temps entre la survenue dc la 
mutation mcme ct lcs jaunissements complcts, survenus au 
bout dc 60 a 100 jours, ne constituo vraiscmblablcment qu’unc 
parlic tres petite et pas tres variable de I’cspacc entier depuis 
renscmcnccmcnt jusqu’au jaunissement complet; aussi la 
courbe de la survenue des mutations meincs, correspondant 
aux jaunissements observes dans I’cspacc susdit, se montre- 
raiUclle vraisemblablenient assez rcctiligne, s’il etait possible 
de I’enregistrer. Cependant ccci ne significra qu’une tendance 
constantc dc mutation par rapport au nonibre dc bacteries, 
au cas oil celui-ci cst rcstc constant dans la memc periode. 
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C’cst pourquoi on a fait plusicurs enumerations vitales de 
bactcries, parlie pour dclaircir la question, qu’on :vicnt de 
signaler, partie pour examiner si la presence de la dulcile ou 
du xylose influe sur la croissancc dans les cas oii aueun 
signc visible de fermenlalion ne se presentc. 

La fig. 6 donne un apergu du resullat de 56 calculs du 
nombre de bactcries vivanlcs dans dcs cultures d’age diffe- 
rent pour Ics series differcntes. Pour ces calculs on a pro- 
cedc de la maniere suivantc: Ic conlenu du tube a 
examiner a etc bien melange a I’aidc d’une pipette Pa- 
steur, au moj’en de laquelle on a Iransporlc a unc pipette 
graduee, divisee cn 1/100 c. c., unc quantile que dans les 
divers cas variait enlrc 0,095 et 0,15 c. c. Dans un tube 
ou un ballon cclle quantity a eld melde avec unc quantile 
connuc de Jiouillon. Au moycn d’une pi])elle nouvclle on cn 
a fait tant passer dans un ballon nouveau qu’on a oblcnu 
la dilution ddsirdc qui scion Ic nombre de bacleries altcndu 
variait de 1 : 250.000 a 1 : 1000. Un fil do platinc cnroule en 
spiralc, d’un conlenu de 0,03 c. c., a die rempli Ic plus uni- 
fonndincnt possible de la dernierc dilution, cn porlant unc 
attention loulc parliculiere a cc qu’il nc contint pas de bullcs 
d’air. Ensuilc on a frotld rocillct Ic plus completcmcnt pos- 
sible sur unc plaque Conradi inodifide; ccci a did fail 6 fois 
cn tout do la mdme culture dilude. Ensuilc on a remis la cul- 
ture originclle dans Ic thermostat pour cn continuer I’obser- 
valion. 

Au bout de 1 ou 2 jours on a comptd les colonics sur les 
plaques Conradi. On pourra ciler cn cxcmplc qu’un ddlayage 
dilud a 10.000 fois d’une culture (Xy)Xy agdc de 24 jours a 
donnd le nombre do colonics suivanl: 24 + 31 + 31 + 31 4- 
36 + 46 = 199; chiffre moj-cn M = 33. Lc nombre de hac- 
tcrics dans la culture originclle sera done calculd coinmc 
199 • 1^- = 11,1 millions. Rdscn’c faitc pour les variations 
forluilcs qu’on va dludicr ci-dcssous, cc chiffre cst un chiffre 
minimum: on suppose que loulcs les bacldrics vivanlcs se 
sont ddveloppdcs sur la plaque, cl que cha(iuc colonic nc pro- 
cede quo d’unc seule bacldrie. Quant au premier point c’cst 
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tres difficile d’dtablir un controle effectif; au sujet du 
deuxieme point presque toutes les 54 cultures des tubes out 
ete examinees au microscope; de cette maniere on a constate 
que seulement a titre exceptionnel des bacteries se trouvaient 
accumulees; mais la plupart des individus etaient assez longs, 
souvent tout a fait filiformes, et en beaucoup de cas on pour- 
rait les considerer comme des chaines, formees de 2 ou 4 
bactdries isolees. Si done les chiffres absolus de bacteries 
doivent etre acceptes avec grande reserve, les valeurs trou- 
vees pourront cependant servir d’orientation dans la question 
a savoir, si les conditions de croissance ont ete egales ou 
differentes dans les milieux contenant ou non de la dulcite 
ou du xylose; moins sfires seront les comparaisons de la 
croissance a des epoques differentes dans le meme milieu. 

Meme si une evaluation statistique des variations fortuites 
sera, sous ces conditions, d’une importance restreinte, les 
calculs qu’on va mettre en avant auront peut-Mre en d’autres 
cas une valeur reelle un peu plus grande. Dans I’exemple 
cite cidessus le carre de I’ecart quadratique moyen a ete cal- 
cule de la maniere ordinaire comme (9^ + 2 ^ + 22 + 22+3^ + 
132 ); 5 = 54 . Si nous avions affaire exclusivement a une re- 
partition fortuite des bacteries par rapport au volume de 
liquide (la repartition de Poisson) cette quantite equivaudrait 
en moyenne le nombre de bacteries comptees; pourtant dans 
I’exemple cite elle est t 2 = 1,64 fois plus grande. La valeur 
de t 2 a ete calculde aussi pour chacun des 55 autres calculs; 
le nombre total des 56 valeurs est 64,83, done un exces de 
8,83 au dessus des 56 attendus. Get exces peut Mre du a des 
varitions du remplissage de I’aiguille spirale + des raisons 
pas bien connues. Si nous supposons que ces sources d’erreur 
sont independantes du nombre de bacteries, on pourra les 

1 As 83 

exprimer par un ecart quadratique moyen relatif de j/ — 
0,0415 (c. a d. 4,15%). Cependant, dans I’erreur fortuite 
entre aussi I’inexactitude de la preparation des dilutions de 
bouillon. Malheureusement celle-ci n’a pas ete examinee de 
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plus pres; par voie d’appreciation nous cstimons a 10 % cn 
lout l’(5carl quadratique moyen, ijrovcnanl de la et des 4 % 
c. indiques; ce qui serail plulol une estimation assez large. 
On pourra done assimiler tout I’ecart quadratique moyen du 
nombre (n) de bact6rics comptecs a 

<» FlfTT 

Quand it s’agit dc trouver les deux valours (x) du nombre 
des bact(5rics, qui sont a deux fois leur ccart quadratique 
moyen, respcclivemenl au dcssus de cl au dcssous de n, on 
pout determiner x par Tequation 

“K(^) + X = ± (x— n). 'Joni 

(2) 

X =5|(n + 2±2y(fo)' + n + l). 

Dans rexempic present on trouve que, si la j^vraiec valour 
du nombre dc baclcrics (dans 0,18* c, c. dc la culture 
originclle) esl on 159 on 261, 199 sc Irouvcra a une distance 
de 2 fois Tccart quadratique moyen. Dans la fig. 6 on a 
dcmonlre par quclqiics cxcmplcs, combicn la vraie valour 
peul diff6rcr dc la valeur trouvee, cn laissant de cot6 Ics 
differences de plus dc 2 fois Tecart quadratique moj^cn. 

Lc nombre dc bacldTies compldes dans les 56 sdrics a 
valid de 83 a 2447. Naturcllcmcnl lc nombre lc plus bas donne 
la plus grande incertitude; ce nombre a dte trouvd dans la 
culture ^{Xy)Xy 3 jours^; sa limilc d’erreur est aussi indique 
graphiquement dans la figure, L’inccrlitude des ddtennina- 
lions des concentrations de baclcrics dans Ics tubes parti- 
culicrs est done en somme d’lme importance sccondaire, com- 
paree aux diffdrcnces auxquellcs nous avons affaire eu geud- 
ral. Par centre il faul sc rappclcr, comme on lc ddmontrera 
ci-dessous, quil pourra tres bicn y avoir des differences des 
concentrations de bactdrics entre les tubes divers non-fer- 
mentes dc la memo scric. Pour Ics sdries de dulcile lc nombre 
dc bactdrics est rcstd singulidrement constant pendant une 
pdriode allant de 12 jusqu’a 85 jours aprds rensemcncemcnl; 
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on ne pent attacher aucune importance aux deux dernieres 
determinations. Pour I’espace de 60 a 85 jours le cours rec- 
tihgne des courbes de dulcile dans la fig. 5 pent etre con- 
siddre comme I’expression d’une tendance constante de mu- 
tation Chez les bactdries. Pour la serie (Xy)Xy il en est 
probablement de meme jusqu’a 80 jours apres I’ensemence- 
ment; ensuite une chute importante du nombre de bacteries 
se produit. — En comparant la courbe (Ex) Xy aux trois 
autres courbes on voit tres distinctement I’entrave initiale 
de la croissance, deja vaincue au bout de 3 jours, consequence 
naturelle de ce que la forme primairement mutee domine a 
cette epoque completement la culture. 

En outre nous voyons que dans les cultures plus ancien- 
nes, mais apparemment pas encore fermentees dans les mi- 
lieux contenant de la dulcite et du xylose, il y avait une 
croissance beaucoup plus forte que dans les seuls milieux 
de base. D’une maniere ou d’autre, ceci doit etre du a une 
utilisation de la substance additionnee, vraisemblablement 
sous forme d’une fermentation, qui, encore, pent etre pri- 
maire ou mutative. De la il ne s’ensuit pas ce soit la dulcite 
ou le xylose memes qui ont ete utilises. D’une part il pour- 
rait se faire qu’il s’agit d’impuretes se trouvant des I’origine 
dans les preparations employees, d’autre part il faut compter 
que sans le concours des bacteries une lente destruction peut 
bien avoir lieu, et que les substances qui s’en forment peu- 
vent etre utilisees par les bacteries, chose qui a ete tres nette- 
ment observee pour le xylose: il s’est trouve qu’au seul repos 
a 37 ° les tubes de xylose, a en juger par la couleur, ont modi- 
fie leur reaction vers I’acidite. Ceci etant particulierement 
evident pour les tubes contenant de la bactopeptone a 2 %, 
c’est de ces tubes qu’on s’est servi pour examiner de pres 
ce detail. 

Dans un tube de xylose, expose depuis 7 semaines a une 
temperature de 37“, Ph se trouvait etre 6,7 (colorimetrique), 
tandis que originairement il avait ete 7,4 e.; dans un tube 
sans xylose aucune modification essentielle de la reaction ne 
se produisit a un sejour de tbermostat. Par un titrage du tube 
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de xylose expose pendant 7 semaincs, la partic de la reduc- 
tion qui n’dtait pas due au milieu de base dtait reduite de 
20 % de sa valeur originelle. En comparant apres 7 semaines 
d’incubation la rdduction dqns un milieu non-ensemence a 
celle dans un milieu ensemencd, on a constate que la crois- 
sance des bactdries dans un milieu sans xylose a about! a 
un surcroit de reduction de 10 % e. de celle de xylose dans 
un tiibe frais, tandis que la croissance dans le milieu conte- 
nant du xylose a about! a une diminution de reduction de 
4 % e. En supposant dgale la reduction propre des bactdries 
dans les deux tubes, tant de substance reductrice aurait ete 
consume que la valeur reductive serait diminuee de 14 %. 
Comme il faut en effet supposcr la reduction propre des bac- 
tdries plus grande dans Ic tube de xylose que dans le tube 
sans xylose, la croissance etant la plus forte dans celui-la, 
la diminution rdelle du sucre reducteur de^^cnt encore plus 
grande. Ajoutez-y la possibilife qu’une partie du xylose soit 
encore convertie en un autre corps reducteur. Sous ses con- 
ditions on aurait pu mcttre en question, si les fermentations 
tardives dtaient en somme dues a la dulcite, respectivement 
au xylose, pour peu que, en disseminant sur plaque avec I’cs- 
p^ce de sucre correspondante, nous n’eussions pas observe 
la survenue de colonics jaunes. 

Le nombre de bacteries par c. c. dans deux cultures en 
tubes sans xylose etait 18* 10® et 43*10®, dans les deux tubes 
avec xylose 31,5* 10® et 48* 10®. Dans ces cas la difference de 
croissance entre le milieu de base et le milieu de x 3 'lose etait 
done relativement petite, et, de plus, inconstante. En outre 
il se constate qu’il pent se produirc une difference conside- 
rable du nombre de bacteries entre deux cultures du meme 
age (3 jours) et dans le meme milieu, meme si, a cclui-ci, 
aucune espece de sucre n’a dte additionndc. 

Si dans des echantillons provenant de deux tubes a com- 
parer on a trouve, en appliquant cxactement la meme tech- 
nique, des colonies au nombre de Oj et n„, on pourra juger 
de I’ecart quadratique moycn de la difference do ces deux 
chiffres on traitant leur chiffre moj’en, comme si c’dtait la 
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valeur reelle en appliquant la formule (1). L’ecart quadratique 
moyen de la difference des deux calculs est l/j fois I’ecart 
quadratique moyen de la valeur reelle. La proportion de la 
divergence par rapport a son ecart quadratique moyen sera 


(3) 



Le nombre de colonies etait, dans les tubes sans xylose, 
350 et 816, dont t = 5,3, dans les tubes avec xylose 575 et 
928, dont t = 3,2. 

Ainsi le resultat principal des experiences decrites sur le 
calcul de bacteries et le titrage devient une demonstration 
des differentes difficultes techniques auxquelles on s’expose 
a des experiences prolongees sur le cours de la fermentation 
mutative, Comme un des resultats positifs de I’enregistrement 
des epoques de fermentation on signalera que les mutations 
dans les tubes particuliers de la meme serie surviennent a 
des epoques sensiblement differentes; que la frequence de 
mutation augmente, il est vrai, par rapport au nombre de 
tubes ou de bacteries, plus les cultures prennent de I’age, 
mais que, aux stades ulterieurs, on y trouve une apprpxima- 
tion au cours »monomoldculaire«. II n’est done pas question 
d’une survenance reguliere de la mutation au bout d’un temps 
determine; il s’agit essentiellement d’un phenomene d’ordre 
statistique. Si on trouve — comme e’est le cas dans la serie 
(Ex)Xy — que la fermentation visible dans les tubes se pro- 
duit presque en meme temps, ceci sera probablement en ge- 
neral le signe d’une frequence de mutation si grande que la 
periode d’incubation, depuis la mutation jusqu’a I’acidification 
visible dans la plupart des tubes, sera beaucoup plus grande 
que le temps qui s’ecoule jusqu’a la survenance de la mu- 
tation meme. 

Il y avail lieu d’examiner si la mutation des cultures 
(Ex)Xy, beaucoup plus rapide que celle des cultures (Xy)Xy, 
etait chose constante. Dans ce but les souches 2 8 (la der 
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niere fois dissemin^es sur gelose ordinaire le 2 janvier 1940) 
ont 6te ensemencees le 27 avril et le 1“ mai 1940, chacune 
en 3 series reparties en 10 tubes, respectivement a) de ExB, 
b) d’une colonie (verte) non mutee et c) d’une colonie pri- 
mairement mutde (bleue blanch&tre) sur plaque a xylose 
(ExB servant d’intermediaire). Le petit tableau ci-dessous in- 
dique le noinbre de jours s’ecoulant jusqu’au jaunissement 
complet. Un chiffre mis entre parentheses indique la derniere 
epoque observee pour un jaunissement partiel, sans qu’un 
jaunissement complet se soit produit. 0^3 = aucun jaunisse- 
ment apres une observation de 93 jours. Les valeurs extremes 
seules sont indiquees. 


Souche no* 

a 

b 

c 

2 

8—16 

8—15 

14—23 

3 

6—24 

9—19 

47— (83) 

4 

7—9 

6 — ^10 

8—11 

5 

8—38 

8—19 

38—77 

6 

6—9 

7—11 

5—6 

7 

8—22 

7—14 

5—6 

8 

11—093 

7—091 

(79)— 09* 


On a done pu classifier la plupart dcs series comme mu- 
tant ou precocement ou tardivement; les series a et b de la 
souche 8 presentaient une variation extraordinaire; mais tou- 
tes les series a et b avaient ceci de commun que quelques- 
uns des tubes au moins mutaient precocement. Dans les se- 
ries c les souches 3 et 5 se comportaient essentiellement comme 
la serie (Xy)Xy de la souche 6, tandis que la souche 8 etait 
encore moins disposee a muter (9 d’entre 10 tubes etaient 
OS'*). On a pu qualifier de mutants rapides les 4 autres sou- 
ches des series c, bien que le no. 2 fut relativement lent et 
les numeros 6 et 7 extraordinairement rapides. 

Done, les cultures ayant deja subi la mutation primaire 
mutent dans quelques cas prdcocement, dans d’autres cas 
tardivement. De faire Tune ou I’autre chose ne parait pas 
une qualite constante pour chaque souche: pour la souche 
6 nous avons eu dans I’experience precedente une mutation 
tardive, mais cette fois-ci une mutation precoce. Pour con- 
stater si une telle variation dtait frdquente dans la meme 
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souche,- on a du procdder a un examen de plusieurs sdries de 
la meme souche. ® 

Dans ce but on a ensemence le 7 et 8 juin 1940 les souches 


Tableau 10. 
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3, forme verte 

10 

60 

0 

12.8 

11 

4.1 

4.5 

u 

4. 
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10 

59 

1 

9.9 

Q 

1.9 

2.4 

g 
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10 

60 

0 

13.2 

12 

4.4 

4.0 

*5 

6, 
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5 

30 
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m 

3.1 

2.9 


^7, 

’ ’ 

10 

60 

0 

8.6 

8 

1.4 

1.6 


8, 

» J 

7 

39 

3 

11.3 

9 

7.1 

6,2 

Vi 

-S 

6, forme bleue blanchatre 

6 

36 

0 

6.2 

6 

0.73 

0.45 


8, 


8 

48 
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6 

0.72 

0.90 

Toutes ]es series a mutation precoce 

66 

392 

4 

10.0 

■ 
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1 
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59.4 
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18.0 
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7, » » » 

9 

52 

1 

64.8 

61 

25.4 

28.8 

Toutes les series a mutation tardive 

31 

EB 

14 

67.4 

72 
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27.3 

6, dissem. de serie a mut. tardive 1 

RS 

43 


70.3 
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44 
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6, les deux series en bloc 
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3 — 8 dans du bouillon de xylose; de la dissemination sur 
plaque de xylose, ensemencement des colonies vertes et bleucs 
blanchMres en ExB et ensuite ensemencement dans 6 tubes 
de xylose de chaque culture de colonies. Le temps d’obser- 
vation etait 120 jours. On peut diviser les series formees, 
dont on ne fera aucun expose in extenso, en des mutants es- 
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sentiellement precoces et des mutants essentiellement tardifs. 
Dans le premier groupc le chiffre moyen de Tdpoque du jau- 
nissemcnt complet etait 10 jours, la valeur mediane 9 jours; 
dans Tautre groupe le chiffre moyen etait 69 jours, la valeur 
mediane 72 jours. En calculant le chiffre moyen on a seule- 
nieiit tenu conipte des tubes, dans lesquels un jaunissement 
complet s’etait produit, tandis que tous les tubes (exception 
faile de quelques-uns qu’on a dti eliminer a cause d’un ac- 
cident quelconque) ont et6 pris en consideration pour la de- 
termination de la valeur m6diane. 

Le tableau 10 donne un apergu du nombre de series mu- 
tant essentiellement a une epoque avancee, et de series mutant 
essentiellement a une epoque tardive, provenant de colonies 
vertes et bleues blanchatres des differentes souches, les ma- 
tcriaux ayant ete di\dses pour rorientation en des series ra- 
pides et des series lentes. Ensuite ^ient le nombre de tubes 
avec et sans jaunissement complet, le chiffre moyen des 
epoques de jaunissement complet dans le premier groupe, la 
valeur mediane des epoques de jaunissement complet dans 
Tensemble de tubes, et, enfin, la valeur numerique de la varia- 
tion »inlerieure« et »totale«. Ces expressions sont a comprcn- 
dre comme suit: 

An lieu du calcul generalement employe de Tecart qua- 
dratique moyen, qui, pour un sujet comme celui qui nous 
occupe, est sans autre justification que celle de Tusage cou- 
rant, on a fait le calcul le plus el^mentaire et le moins arbi- 
traire qu’on puisse imaginer, quand il faut prendre en con- 
sideration les valeurs particulieres, a savoir le chiffre moj^en 
arithmetique de rensemble des differences entre les valeurs 
du groupe pris deux par deux. Cependant on a du laisser de 
cote les tubes sans jaunissement complet. Ce calcul a ete fait 
partie dans Tenseinble de chaque groupe (»variation totale«), 
partie dans chaque serie de 6 tubes (au plus) ; dans ce dernier 
cas le nombre total de toutes les differences a ete divise par 
le nombre de differences; ainsi se produit le chiffre de la 
^variation interieure«. Si les Epoques de la mutation varient 
cgalement, soit que les cultures proviennent de la meme co- 
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lonie, soit qu’elles proviennent de colonies differentes, les cMf- 
fres de la variation »int6rieure« et »totale« doivent etre 
a pen pres identiques; si par contre ii y a une difference es- 
sentielle de la progeniture des colonies particulieres, il faut 
s’attendre a une variation moyenne plus grande dans tout le 
groupe que dans les series particulieres. II se trouve que, 
taut que nous nous en tenons au groupe des series mutant 
tot ou tard dans une souche donnee, la variation totale est 
tantot un peu au dessus, tantot un peu au dessous de la 
variation interieure. Si, par contre, nous prenons toutes les 
series precoces ou toutes les series tardives en bloc, nous ob- 
tenons une valeur plus grande pour la variation totale que 
pour la variation interne; ceci est I’effet de certaines dis- 
semblances entre les souches differentes de chacun des deux 
groupes principaux, lesquelles ressortent encore plus nette- 
ment des valeurs inscrites dans le tableau pour chaque sou- 
che particuliere. 

Dans le tableau on trouvera enfin inscrit le resultat de 
quelques disseminations secondaires provenant de 4 des cul- 
tures »bleues blanchatres« de la souche 6, a savoir 2 de celles 
qui par I’ensemencement dans une serie de tubes de xylose 
s’etaient manifestees comme mutant precocement, et 2 de 
celles qui s’etaient manifestees comme mutant tardivemenl. 
Ici aussi la variation sera la meme, soit que les tubes sont 
ensemences de la meme colonie, soit qu’ils sont ensemences 
de colonies differentes de la meme dissemination. 

II ressort des experiences faites sur les disseminations 
secondaires que la rapidite de mutation reste tres constante, 
en tout cas dans les proportions limitees derivant du fait 
qu’on n’a compare que des cultures ensemencees de la mtoe 
dissemination d’une culture, recemment isolee elle-mgme d’une 
colonie particuliere. II n’a pas ete possible d’eclaircir com- 
ment il se fait que la souche 6 a fini par se composer d’ele- 
ments qui — apres la mutation primaire — sont capables de 
muter partie precocement, partie tardivement. Que ce soit 
I’effet d’un melange originel et fortuit des deux formes est 
extremement invraisemblable; car premierement les bacilles 
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t 5 'pliiques du type II ne sont pas d’une Idle frequence qu’il 
y a une vraisemblance notable pour que le ineme malade soit 
infecte des deux formes; deuxiemement on a enlrepris la 
dissemination au moins une fois apres la dissemination pri- 
maire de feces, mais, il est vrai, pas de »culture unicellulaire« 
speciale. On ne pent pas non plus imaginer que 6 des 8 cul- 
tures de la forme »bleue blancbatre« de la souche auraient 
de contaminees par la forme »vcrle«. 

Cependant, plus tard, on a fail une experience sur la pro- 
geniture des cultures unicellulaires des souches 5, 6, 7 et 8, 
en ensemengant, e. 6 mois cl demi apres la preparation des 
cultures unicellulaires, de chaque souche hors de 7 ou 8 colo- 
nies vertes et autant de colonies bleucs blanchatres dans un 
tube d’ExB et ensuite dans 6 tubes de xylose. II en resullc 
qu’il faut qualifier de precocemenl mutant toutes les 30 s6- 
ries provenant de colonics vertes. Quant :i la forme blcue 
blanchatrc toutes les 7 colonies de la souche 6 appartiennenl 
cette fois-ci a un type intermediaire de la mutation, les 7 fois 
G tubes jaunissant au bout de 18 a 28 jours (Les cultures 
provenant des colonies vertes dc la mcme souche ont mule 
a une epoque beaucoiip plus precoce, les lubes jaunissant dans 
une periode allant du G' au jour). Une seulc culture cnlre 
Ics cultures de la forme bleue blanchalre provenant des sou- 
ches 5, 7 et 8 ont donne jaunissemenl Ic 30' jour: dans aucun 
des autres tubes provenant de cos 3 souches on a observe a 
cclte dpoque des signes de fermentation. Done on n’a pas pu 
observer pour les cultures unicellulaires la memc dissociation 
qu’auparavant pour les cultures, isolees de manierc ordinaire 
a I’ctat de puretd; mais ceci pent elrc du au hasard. 

II est frappant de voir que la forme s>vcrlc<c des souches 
differentes mute rdgulierement a une dpoque precoce, landis 
que dans la plupart des cas la forme bleue blanchatrc mute 
assez tard. C’est que la forme verte se transforme facilcmenl 
en la forme bleue blanchatrc, quand on la cultivc dans nn 
milieu de xylose, et a Tepoque ou on constate la mutation 
il restera surement a I’ordinaire trds peu de la forme A'crlc 
dans les tubes. Cependant il importe d’appelcr I’attcntion sur 
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ceci est possible; niais sans doute iin autre facleur joue un 
plus grand role: dans un ensemencemenl sur plaque de xylose 
de la forme verle I’occasion se presente de constater la trans- 
formation de la forme bleue blanchatre cn forme jaune, meme 
si cette mutation n’intervient que dans un nombre restreint 
des colonies. Si au contraire on isole une colonie bleue blan- 
eliStre quelconque celle-ci sera peut-etrc dans la plupart des 
cas un mutant tardif. Selon cette hypothesc il y aurait done 
en g^ndral dans la forme bleue blanchatre mutant primaire- 
ment tant d’eldments mutant pr^cocement que d’elements mu- 
tant tardivement, dont ceux- la sont d’ordinaire en minoritd: 
niais la chance qu’a la forme vertc de muter precocement 
sera done, meme apres la transformation en forme bleue blan- 
chatre, beaucoup plus grande, que la chance d’une mutation 
precoce dans une culture pure d’un dldment »bleu blanchalre« 
choisi au hasard. 

Dans toutes les experiences dccritcs ci-dessus c’csl bien 
entendu que nous avons constamment cu affaire a des bac- 
teries typhiques ct non a des contaminations. La juslesse de 
cette supposition a ete controldc par un nombre considerable 
de microscopies de cultures en milieu liquidc, ct par des exa- 
mens serologiques et fermentatifs de colonies parliculiercs. 


Resume. 

1. Les experiences comparatives sur le pouvoir des ba- 
cilles typhiques du type II de muter envers la dulcile, la 
l-arabinose et le xylose, faites a des temperatures differentes, 
ont montre que dans aucun cas une temperature de 22® a 
fourni de meilleures conditions a la sun'cnue des mutations 
qu'une temperature de 37", mais la temperature de 22" a 
doime ou (pour la l-arabinose) essentiellement le meme re- 
sultat ou (pour la dulcite et, surtout pour le xylose) une 
frequence de mutation beaucoup plus bassc. 

2. Le cours de mutation envers la dulcite et le xylose a 
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ete examind dans un grand nombre de tubes, qui ont ete en- 
semenc6s partie de la forme originelle, partie de la forme 
ayant subi la mutation primaire envers le xylose. La forme 
originelle a vite mute envers le xylose, tandis que la forme 
deja mutee primairement a mute extraordinairement tard. 
Envers la dulcite les deux formes se comportaient a 
peu pres de meme, la mutation des differents tubes commen- 
eant assez tard, mais se prolongeant sur un espace de temps 
assez considerable. Par rapport au nombre de bacteries la 
frequence de mutation augmentait envers la dulcite et (pour 
la mutation tardive) envers le xylose pour marquer ensuite 
(du moins pour la dulcite) une tendance vers une valeur 
maximum assez constante. Pas plus que dans les experiences 
anterieures sur Salmonella dublin envers la 1-arabinose on 
pourrait parler d’une ^poque determinee et typique pour la 
survenue de la mutation. La ou il en paraissait ainsi (a savoir 
pour la serie mutant precocement) I’explication en est que 
la plus grande partie du temps apparent de mutation est 
constitue par la periode d’incubation depuis la survenue de 
la mutation jusqu’a sa manifestation visible; par ceci les 
variations des epoques memes de mutation sont recouvertes, 
meme si, relativement parlant, ces variations varient autant 
que les mutations tardives. 

3. On rapporte des experiences et des evaluations de cal- 
culs de bacteries vivantes en culture liquide. 

4. En poursuivant les examens de la fermentation mutative 
de xylose on a trouve que la forme originelle (»verte«) du 
bacille typhique (type II) a donne constamment des series 
de mutation, completement ou pour la plupart, precoce, tandis 
que la forme mutee primairement (»bleue blanchatre«) a 
donne une mutation tardive dans la majorite des cas. 

5. La progeniture de la meme dissemination d’une culture 
recemment isolee elle-meme d’une colonie particuliere, se com- 
porta d’une maniere assez egale, soit qu’on compare les tubes 
d’une meme colonie ou les tubes de colonies differentes, mais 
provenant de la meme dissemination. 
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6. La fermentation mutative de la forme originelle envers 
le xylose parait se produire partie directement, partie avec la 
mutation primaire comme intermediaire. 



AUS DEM ERBBIOLOGISCHEN INSTITVT DEB UNIVER^^TTXt 
UND DEM BIOLOGISCHEN LABOBATORIVM VON L0VEN<^ 
CHEMISCHER FABRIK, KOPENHAGEN. 


DIE NATURLIGH VORKOMMENDEN 
UND DIE SYNTHETISCH HERGESTELLTEN 
OESTROGENEN STOFFE 

IHR SCHICKSAL IM ORGANISMUS UND 
IHRE TOXISCHE WIRKUNG. 

Von Tage Kemp und Kaj Pedersen-Bjergaard. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 15. August 1942). 

Die Aufnahme- und Ausscheidungsverhaltnisse bei den na- 
liirlich vorkommenden oestrogenen Stoffen, den eigentlichen 
Sexualhormonen, sind schon seit langem griindlich untersucht 
worden, Nach peroraler Eingabe werden sie in den Organis- 
mus aufgenommen, ohne von den Sekreten des Magen-Darm- 
kanals zerstort zu werden, Diejenigen von ihnen, die auf dem 
Wege iiber die Vena portae zur Leber gefiihrt werden, war- 
den, wie von Pedersen-Bjergaard gezeigt wurde, zu einem we- 
sentlichen Teile in diesem Organe abgebaut und kommen da- 
her nicht dazu, ihre Wirkung auf die Geschleclitsorgane oder 
iiberhaupt auf den Organismus zur Entfaltung zu bringen. 
Aus dem zirkulierenden Blute verschwindet das Oestrin, selbst 
wenn die Leber aus dem Kreislaufe ausgeschaltet ist, sehr 
schnell, wabrend ein geringer Teil, nur einige wenige Pro- 
zent {Kemp & Pedersen-Bjergaard), durch die Nieren aus- 
geschieden wird. 

12 Jahre sind verflossen, seitdem Doisg und Butenandt 
iinabhangig voneinander imstande waren, das weibliche Ge- 
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schlechtshormon Follikulin (syn. Oestrin, Oestrone) in che- 
misch reiner, kristallinischer Form herzustellen. Insgesamt 
sind 7 verschiedene in der Natur vorkonimende oestrogene 
Stoffe isolierl und reindargestellt worden. Spaler gelang es 
dem Englander Dodds und seinen Mitarbcilern auf syntheti- 
schem Wege eine Reilie verschiedener Stoffe mit oestrogener 
Wirkung herzustellen. 

Die wiclitigsten oestrogcnen Stoffe sind: 


Die naturlich vorkommenden: 

Oestrone 



Oestradiol 


Die synthetisch hergestellten: 

Stilboestrol 

CjsH„„0 


Dinoestrol 



Hexoestroi 



Die Bruttoformeln der gcnannten Stoffe weichen, wic man 
sieht, verlialtnismassig wenig voneinander ab; doch sind ihre 
Strukturformeln selir verschiedcn, da nur die naturlich vor- 
koinnienden Hormone den Phenanthrenkern enthalten, die iib- 
rigen dagegen einen einfacheren Bau aufweisen und nur 2 
sechsgliederige Ringe enthalten. 

Alle die genannten Stoffe werden nun in reclit betriicht- 
licheni Umfang angewandt, und es liegen zahlreiche ziemlich 
divergierende Untersuchungen iiber die ph 5 'siologischen Wir- 
kungen und die therapeutischen Eigenschaften der syntheti- 
schen oestrogenen Stoffe vor. Einige Autoren verwerfcn vdllig 
die Anwendung der synthetisch hergestellten oestrogcnen Hor- 
mone in der Tlierapie, indem sie hervorheben, dass dieselben 
teils toxiscli sind und teils auch andere physiologisclie Eigen- 
schaflen als die naturlich vorkommenden haben: doch wird 
andererseits auch von \delen betonl, dass die synthctischcn 
oestrogenen Stoffe in Iherapeutischer Hinsicht sich vollauf 
mit den naturlich vorkommenden messen kdnncn, ja sogar 
noch gewisse Vorziige ihnen gegeniiber bieten. Die umfassen- 
de Literatur iiber dieses Gebiet wurde kiirzlich eingehend in 
2 grossen Obersichtsartikeln besprochen, weswegen sie bier 
nicht naher bebandell werden soli. Der eine Artikel ist von 
J^angeSundermann und kommt zu dem Scbluss, dass man 
jedenfalls vorlaufig sich ausschliesslich an die naliirlich vor- 
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kommenden oestrogenen Stoffe zu halten hat, wahrend in dem 
anderen Artikel von Huf behauptet wird, dass die syntheti- 
schen oestrogenen Stoffe sich in wesentlichen wie das Follikel- 
horinon verhalten und nicht giftiger als dieser Stoff sind. ’ 

Die synthetisch hergestellten oestrogenen Stoffe unterschei- 
den sich unter alien Umstanden in mehreren Punkten von den 
natiirlich vorkommenden. U. a. hat Stroud die Ausscheidung 
den oestrogenen synthetischen Stoffe in dem Urin nach pa- 
renteral er Injection untersucht. Von Hexoestrol wrd 21,3 % 
ausgescheidet, von Dinoestrol 7,2 %,von Stilboestrol 17 — 25 % 
und von Oestrone 1,5 % ausgescheidet. Ferner werden die 
s5Tithetischen oestrogenen Stoffe nicht in der Leber abge- 
baut, weswegen sie auch eine verhaltnismassig grossere pero- 
rale Wirkung haben. Diese Verhaltnisse haben wir durch eine 
Reihe von Versuchen naher beleuchtet. 

Die Versuche wurden an kastrierten Rattenweibchen aus- 
gefuhrt, indem in der iiblichen Weise die Wirkung auf das 
Scheidenepithel untersucht wurde. Die perorate Dosis der ver- 
schiedenen Stoffe wurde in wasseriger Losung mit Hilfe der 
Magensonde zugefiihrt, die parenterale wurde in wasseriger 
Losung subkutan injiziert. Sowohl die perorale als auch 
die parenterale Dosis wurden in 5 Portionen im Laufe von 
50 Stunden eingegeben. Zur Bestimmung der Dosis, die eine 
positive Reaktion bei der Halfte der Versuchstiere hervorruft, 
■wurden kastrierte Rattenweibchen von ca. 150 g Gewicht so- 
wie kastrierte Mauseweibchen von ca. 20 g Gewicht ange- 
wandt. In jedem einzelnen Falle kamen 50 — 100 Tiere zur 
Anwendung. 


Tabelle ■/. 



Ratten 

Mause 

Stoff 

Parenterale 
Dosis in Y 

Perorale 
Dosis in Y 

Parenterale ' 
Dosis in Y 

Perorale 
Dosis in Y 


Oestrone 1,11 

Oestradiol 0,15 

Stilboestrol 0,40 

Hexoestrol 0,50 

Dinoestrol 1,33 


220 0,19 11,7 

90 0,10 7,5 

4 0,10 0,25 

40 0,40 -1,0 

4 0,20 0.5 
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Es geht aus dieser Tabelle hervor, dass die parenterale 
Dosis von ungefahr der gleichen Grossenordnung. fiir die 5 
Sloffe ist, wahrend die perorale Dosis mehr variiert. Die Fra- 
ge liegt min nahe, worauf der zwischen den peroralen Dosen 
der verscliiedenen Stoffe bestehende Unterschied bcniht. 

Durch Versiiche, die hier nicht im einzelnen besprochen 
werden sollen, -wiirde nacligewesen, dass das Ocslrone (bzw. 
das Oestradiol) bei Ratten nicht unresorbiert im Kote ausge- 
schieden, niebt von den Enzymen dcs Magen-Dannbanales zer- 
stort imd aucb niebt vom Magen resorbiert wird, sondern da- 
gegen schnell und fast vollstiindig vom Diinndarm. Bei Ratten 
werden nur 2 % des resorbierten Oestrones im Urin wieder- 
gefunden; der Rest muss also entweder zerstort odor im Or- 
ganismus gebunden worden sein. Um zii untersuchen, in wcl- 
clier Weise dieser Abbau Oder diese Bindung vor sich geht, 
wurde folgcnder Versuch ausgefiibrt; 

Bei narkotisierten, kastrierten weiblicbcn Ratten ^vurde 
inittels der von Pedersen-Bjergaard ausgearbeiteten Technik 
in einen der feineren Seiteniiste der Vena portae im Gekrdsc 
eine ^vasserige Ldsung eines der oestrogenen Stoffe injizierL 
Bei einer entsprechenden Anzahl Kontrolltierc wurde eine glci- 
che Injektion in die Vena femoralis vorgenommen, sodass der 
oestrogene Stoff unmittelbar in den Kreislauf gelangle, obne 
erst durch die Leber passieren zu miissen. Das Ergebnis der 
Yersuche geht aus der Tabellc 2 hervor: 


Tabcllc 2. 


stoff 

Intravenose Dosis in */ 

\ena porlae 

Vena femoralis 

Oestrone 

2500 

250 

Oestradiol 

500 

150 

Stilboestrol 

275 

225 

Hexoestrol 

333 

207 

Dinoestrol 

15 

30 


Aus der Tabelle ,ist zu erseben, dass 90 % der in die Vena 
portae injizierten Oestronemenge, ca. V.i dcs Oestradiols, in der 
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Dosen eingegeben werden, welche sich besser mit den thera- 
peutisch angewandten Dosen vergleichen lassen, sowie ob die 
natiirlicli vorkommenden oestrogenen Hormone, wenn sie in 
derselben Dosierung angewandt werden, eine entsprechende 
Wirkung haben. Es wurden daher eine Reihe Versuche an 
Ratten und Meerschweinchen ausgefiihrt. 

Zu den Rattenversuchen wurden kastrierte Rattenweibchen 
von ca. 150 g Gewicht benutzt. Die orale Eingabe ging mit 
der Magensonde vor sich, die parenterale subkutan. Wahrend 
des Versuches wurden die Tiere mit wochentlichen Zwischen- 
raumen gewogen, und unmittelbar nachdem die Zufulir der 
oestrogenen Stoffe aufgehort hatte, Avurden die Tiere getotet 
und seziert. Es Avurden histologische Praparate von der Leber 
hergestellt und in mehreren Fallen auch eine Reihe anderer 
Organe histologisch untersucht. Die Leber Avurde mittels Ha- 
niatoxylin-Eosinfarbung, Sudanfarbung und Glykogenfarbung 
untersucht. Folgende Rattenversuche sind ausgefiihrt wmrden : 


Tabclle 3. 

1) 5 Ratten erlialten 14 Tage lang taglich oral 1 mg Oestrone 

5 » » 14 1 ) » » )) 1 )> Dinoestrol 

5 Kontrolltiere. 


2) 4 Ratten erhalten 5 X Avoclientl. 5 Woclien lang suhk. 0,5 mg Oestradiol-Benzc 

2 ” » 5 » » 5 » » oral 0,1 » Oestrone 

^ ” » 5 » » 5 » » » 0,125 » Oestrone-Glukosi 

3 » » 5 » » 5 » » » 0,1 » Dinoestrol 

^ ” » 5 » » 5 » » » 0,25 » Stilboestrol 

6 Kontrolltiere. 


3)2 

2 

2 

2 

2 

2 

4 


Ratten erhalten 14 
» » 14 

» » 14 

» » 14 

» » 14 

» » 14 

Kontrolltiere. 


Tage lang tiiglicli oral 0,1 mg Oestrone 

» » » subk. 0,1 » Oestrone 

” » oral 0,1 » Dinoestrol bzw. Stilboesti 

» » subk. 0,1 » Dinoestrol » » 

” » » oral 0,5 » Dinoestrol » » 

” » » subk. 0,5 » Dinoestrol » » 


Die Toxizitat der oestrogenen Stoffe wurde auch an ka- 
strierten Aveiblichen MeerschAA'einchen mit einem Durch- 
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schnittsgewicht von ca. 400 g gepriift (s. Tabelle 4), welche 
nach Abschluss des Versuches auf dieselbe Weise wie die Rat- 
ten untersucht wurden. 


Tabelle 4. 


5 Meerscliweinchen erlialten 30 Tage lang taglich 1 

^ » » 30 » » » 1 

5 » » 30 » » » 0,5 

1 Kontrolltier. 


mg Dinoestrol 
» Oestrone-Glukosid 
» Oestrone 


Weder in den Ratten- noch in den Meerschweinchenversu- 
chen zeigte sich. irgendeine Beeinflussung des Gewichtes oder 
des allgemeinen Zustandes der Tiere wahrend des Versuches. 
Histologisch liess sich keine Beschadigung der Gewehe nach- 
weisen, inshesondere nicht in der Leher, deren Glykogen- und 
Fettgehalt der gleiche war sowohl bei den mit den natiirlich 
vorkommenden, als auch bei den mit den synthetischen Stof- 
fen behandelten Tieren und bei den Kontrolltieren. Es konnte 
keine Oestroneablagerung in der Leber nach der parenteralen 
Eingafae nachgewiesen werden, obschon dieser Stoff ja in recht 
grossen Dosen gegeben worden war. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass weder die natiir- 
lich vorkommenden oestrogenen Stoffe noch die synthetischen 
bei ihrer Anwendung in verhaltnismassig weit grosseren Do- 
sen, als sie fiir die therapeutische Behandlung in Betracht 
kommen, irgendeine histologische oder in anderer Weise nach- 
weisbare toxische Wirkung gegeniiber Versuchstieren haben. 


Zusammenfassung : 

Die naturlich vorkommenden oestrogenen Stoffe werden im 
Gegensatz zu den synthetisch hergestellten in der Leber zer- 
stort. Das Verhaltnis zwischen der peroralen und der paren- 
teralen Dosis schwankt fiir die verschiedenen Stoffe und bei 
den verschiedenen Tierarten in starkem Grade. 

Es lassen sich keine toxisctien Wirkungen von Oestrone, 
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Oestradiol, Oestrone-GIukosid, Stilboestrol oder Dinoestrol in 
einer Dosierung nacliweisen, die weit grosser ist als die in 
der Therapie zur Anwendung kommende. 
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ALS DEM VNlVETtSlTATSINSTITVT FOR UENSCHLICHE 
ERBFORSCHVNG, KOPENHAGEN. DIREKTOR: 

DR. MED. TAGE KEMP. 


EINE MODIFIZIERTE DOMINICI-METHODE ZUR 
ELEKTIVEN FARBUNG DER EOSINOPHILEN 
ZELLEN IM HYPOPHYSENVORDERLAPPEN*) 

Von P. Fonss-Bech. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 18. Aug. 1942). 

Das Studium der durch verschiedene Einwirkungen her- 
vorgerufenen Veranderungen der eosinophilen Zellen im Hy- 
pophysenvorderlappen bei Ratten brachte die Notwendigkeit 
einer raschen und sicheren Farbemethode zutage. Ein Teil 
der in der Literatur beschriebenen Methoden ist namlich recht 
kompliziert und die Ergebnisse sehr schwankend, auf welchen 
Umstand schon Burgdorf^) verwiesen hat. Von den ausge- 
probten Methoden muss die von Sevringhaus"^) angegebene 
hervorgehoben werden, die aber ausserst umstandlich ist und 
deren Ergebnisse ganz von der Differenzierung abhangen, ein 
Umstand, der sich bei vielen Methoden oft geltend macht. Die 
gewohnliche Haematoxylin-Eosinmethode, die in ihrer von Vil- 
helm Jensen^) angegebenen Modifikation verwendet wurde, 
ist zwar sicher und brauchbar, leidet aber an einem Mangel 
an Kontrasten, indem die Farbe Haematoxylin nicht geniigend 
scharf vom Pikroeosin absticht. Eine von Dominici^) ange- 
fiihrte Methode zur Farbung der acidophilen Zellen des Hypo- 
physenvorderlappens, wobei Orange-G-Eosin und Toluidinblau 

*) Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Firma 
Alfred Benzon, A/G, Kopenhagen, ausgefubrt. 
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verwendet werden, weist den glcichen Mangel auf wie die 
Haeniatoxylin-Eosinmetliode, nur ist cs hier die Orange-G- 
Eosinfarbe, die dem Toluidinblau niclit scharf genug gegen- 
iibersteht. Es lag daher nahe, einc Kombinalion diescr beiden 
Melhoden vorzunebmen und anstatt des Orange-G-Eosins 
Pikroeosin zu verwenden und mil Toluidinblau nachzufarbcn. 
Das Ergebnis dieser Kombinalion erwies sich als befriedigenci, 
weshalb diese Mcthode in ihren Einzelheiten ausgearbeitet und 
an Hypophysen von Mausen, Rallen, Meersclnvcinchen und 
Kaninchen crprobt wurde. 

Ziim Fixieren der Hypophysen wird Allen’sche Fliissigkcit 
P, F. A./’) benutzl, die Fixierdauer fiir Hypophysen der oben- 
erwabnten Tiere bctriigt 2 Stundcn, worauf das Organ 24 
Stunden in 70 %igen Alkohol gelegt wird, indein man den 
Alkobol mehrmals erneuerl, danach kommt es 4 Slunden in 
80 %igen Alkohol, dann noch 12 — 18 Slunden in 96 %igen 
Alkohol und schliesslich wird es durch absolulen Alkohol 
und X 3 ’lol in Paraffin eingebellel. 

Die so geharlelen und eingegossenen Hj'pophj’sen werden 
in Schnille von jc 3 j, zerlegl, die nach Auflragung auf den 
Objekllrager im Tliermoslal bei 35” durch 24 Slunden gc- 
trocknel werden. 

Die Schnille werden nun millcls Zylol enlparaffiniert und 
durch Alkohol in deslillicrles Wasscr gebracht, indem man 
2 Glaser mil Xjdol, 2 Gliiser mil absolulen Alkohol und 1 
Gias mil 96 %igem Alkohol, sowic I Glas mil deslillierlcm 
Wasser verwendel; die Schnille werden in jedem Glas 2 Mi- 
nuten lang behandclt. Aus dem Wasser gelangcn die Schnille 
in Pikroeosin'*), worin sic 3 Minulen lang hleihcn, worauf 
sic nach raschcr Spiilung in dcslillicrlem Wasscr fiir 5 Mi- 
nulcn in cine 0,05 % ige wiissrige Losung von Toluidinblau 
koninicn; diese Zeiten miissen sehr genau eingehallen werden. 
Die Schnille werden nun so langc in deslillierlcm Wasser gc- 
spiill, bis keinc Farbwolken mchr abgehen, und dann rasch 
durch Alkohol in Xylol geleilel, indem man die glciche Ah- 
zahl Stufen einhall wic bei der Enlparaffinierung," die Schnille 



562 


werden jedoch langstens 5 Sekunden in jeder Fliissigkeit be- 
handelt. 

Das Ergebnis der Farbung (siehe Tafel) sind rote acidb- 
phile Zellen, dunkelblaue basophile Zellen und schwach hell- 
blaue chromophobe Zellen, wahrend die Blutkorperchen rot- 
orange gefarbt sind. 

Wie man aus der Beschreibung ersehen kann, ist die Me- 
thode ausserordentlich rasch und erfordert keine Differenzie- 
rung, weshalb man sowohl bei Einzel- wie bei Serienfarbun- 
gen dasselbe Resultat erreicht. Um die Verwendbarkeit der 
Methode bei pathologischen Zustanden zu erproben, wurden 
auch Probefarbungen mit anormalen Hypophysen vorgenom- 
men, ebenfalls mit befriedigenden Ergebnissen. 
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P. Brandt^), it is mentioned that the effect of this substance 
IS not neutralized by p-aminobenzoic acid as is that of the 
typical sulfonamides. The same observation has been made 
by Schreus^^), simultaneously with, and independent of, our 
studies. In addition, we found that the effect of this substance 
is not neutralized either by the corresponding benzoic acid 
— p-(aminomethyl) -benzoic acid — nor by vitamin Bj or 
nicotinic acid amide. 

The bacteriostatic effect of the sulfonamides, we think, 
must be assumed to be due to the circumstance that these 
substances inhibit the combination of p-aminobenzoic acid 
with a protein, together with which it forms an enzyme neces- 
sary to the bacterial growth:^) 

p-aminobenzoic acid -f- protein symplex 
(co-enzyme) (apo-enzyme) (enzyme) 

As the growth-inhibiting effect of p-(aminomethyI)-ben- 
zenesulfonamide is not neutralized by p-aminobenzoic acid, 
we have to assume that the action of this substance is funda- 
mentally different from that of the typical sulfonamides. This 
assumption has been confirmed through a number of ex- 
periments in vitro which will be reported here. 


1. Effect of p-fAminomethyl)-benzenesuIfonamide on 
Bacteria Differing in Resistance to the 
■»Ordinary« Sulfonamides. 

Pneumococcus strains differ greatly in resistance to the 
sulfonamides®), and this difference is seen most easily in vitro. 
Certain strains are primarily resistant, but it is practicable 
also by cultivation in sulfonamide-containing broth to increase 
the resistance of sensitive strains. Thus a pneumococcus strain 
of Type 1 has been made strongly resistant to sulfapyridine 
by cultivation in 13 passages in serum broth with increasing 
sulfapyridine concentration. Such a strain acquires at the 
same time a higher resistance (than that of the mother strain) 
to the other sulfonamides. MeningococcP®) and gonococci*^) 
behave in a similar way. 
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It was of interest now to see whether p-(aminomethyl)- 
benzenesulfonamide behaved in this respect like the other 
sulfonamides. An experiment was performed then for com- 
parison of the effect of sulfapyridine, sulfathiazole and p- 
(aminomethyl)-benzcncsulfonamidc on the aforementioned 
sensitive pneumococcus Type 1 and the resistant daughter 
strain. 

Corresponding to each of the three substances, series of dilutions 
in serum broth were made: 1:5000, 1:10 000, 1:20 000, and so on. 
These dilutions were pipetted into test tubes, 5 cc. in each tube, 
two series of tubes for each of the three drugs. One series was 
inoculated with the sensitive strain, the other with the resistant 
strain (for details of the technique, sec previous papers^* ^). The 
inoculum consisted in 0.05 cc. of a 12-hour culture diluted 1 : 2000 
with broth. The inoculum of the sensitive strain contained 750 
bacteria, that of the resistant strain 1000 bacteria. After incubation 
for 2*4 hours it was noted which tubes had become turbid, and 
which ones had kept clear. 

The findings arc recorded in Table 1. 

Tabic i. 


Eficct of S^ilfapyridhic, Sidfathiazolc and 

sulfonamide on a Sensitive Pneumococcus Strain and a Strain with 
cxpcrmcntally increased Ucsistayicc to Sulfapyridine. 



Sulfapyridine 

Siilfalhiazolc j 

p-(aminomclhyl)- 

bcnzcncsulfonamidc 

I\es\s^nnV ^ 
strain i 

Sensitive 

strain 



nesistanl 

strain i 

1 

Sensitive 

strain 

1:5000 

(+) 



1 

— 

1 

j 


+ ' 

— 

i 

- 





+ 

— 







IBB 

+ 

+ 

+ I 

— 

+ ^ 



+ 

+ 

+ 

— 

+ I 

+ 


+ 

+ 

+ 


+ 1 


1181 

+ 

i + 

+ 

1 + 

+ 

+ 


Explanation of symbols: ~ dear broth; (+) slightly turbid hrotli; 


+ : opaque broth. 
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ces. Against this bacterial species p-(aimnometh 5 'l) -benzene- 
sulfonamide proves distinctly superior to the ordinary sulfon- 
amides, as is evident from Table 2. Tlie experiment here re- 
corded was carried out with a pemphigus strain (Staph, 
aureus). Inoculum: about 20,000 bacteria. Culture medium: 
.5 % serum broth. The tubes were read after incubation for 
24 hours, and then subcultures were made from eacli lube on 
blood agar Avith a platinum loop. 

While sulfalhiazole concentration af 1 : 1000 and 1 : 2500 
did not prevent a slight growth in broth and the appearance 
of numerous colonies on blood agar, the growth of the or- 
ganism was inhibited completely b 3 ’^ p-(aminometh 3 ’l)-benzene- 
.sulfonamidc in concentrations of 1 : 5000 and 1 : 10,000. 


2. Bacteriostasis in p-fAminomeilnjIJ-benzenesiiIfonamide- 
containing Broih. 

When sulfapyridine-containing broth is inoculated with 
a suitable small amount of pneumococci and the growth at 
37* is followed bs' subcultivalion on blood agar at intervals 
of a couple of hours, it will be seen that in the first 4 — 6 
hours the growth proceeds with about the same inlcnsitj’ 
as in the control lube, wiiich contains no chemothera- 
peutic; not until then docs the number of bacteria begin 
to decrease graduallj'. A corresponding phenomenon is 
observed in expcriinentallj' infected animals.*) 

This initial phase of growth (»lag« phenomenon) is cha- 
racteristic of the ordinarj' sulfonamides: sulfanilamide, sulfa- 
pj’ridine, sulfathiazole and others. 

With slowly growing bacteria this initial phase of growth 
is of considerably longer duration; for Brucella abortus, for 
instance it lasts several daj's.*) In a previous work*) this 
phenomenon has been investigated fairly thoroughly, and the 
initial groAvth w’as found not to be due to anj’’ change in the 
culture medium (consumption of certain elements, ac- 
cumulation of toxic substances) but to a gradual change in 
the bacteria themselves. If the growth w’as inhibited bj' placing 
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the tube in refrigerator at 6“ C, the initial phase of growth 
failed to appear, and the number of bacteria kept practically 
unchanged for 24 hours. It was of interest now to see whether 
p-(aminomethyl)-benzenesulfonamide would behave like the 
other sulfonamides in this respect. 

A tube containing 10 cc. of 5 % serum broth + p-(amino-metliyl)- 
benzenesulfonamide in a concentration of 1 : 5000 was inoculated 
with 0.2 cc. of a pneumococcus Type 1 culture diluted 1 ; 20 000. 
After mixing, 0.1 cc. gf this culture was spread on a blood agar 
plate, and similar subcultures were made after incubation at 37" 
for 4, 6, 10, 12, and 24 hours; the resulting colonies were counted. 
The same procedure was carried out with another tube, but here 
the culture was kept in refrigerator at 6" C. 

The outcome of this experiment is recorded in Table 3. 
For the sake of comparison, a similar experiment with sulfa- 
pyridine is cited from a previous work.®) 

Table 3. 

Effect of p-(Aininomethyl)-benzenesulfona7nide and Sulfapyridine on 
the Course of the Growth of Pneumococci. 
p-(Aminomethyl)-benzenesulfQnamide (1 : 5000) in Serum Broth. 



1 37" 1 

I 6" 

0 hours 

180 colonies 

145 colonies 

4 » 

135 » 

153 

» 

6 » 

81 » 

131 

)> 

10 » 

48 » 

148 

)) 

12 » 

31 » 

124 

» 

24 » 

29 » 

133 

» 

Sulfapyridine (1 : 5000) in 

Serum Broth. 


370 

60 

0 hours 

32 colonies 

48 

colonies 

6 » 

750 » 

41 

» 

12 » 

2 » 

38 

» 

24 » 

0 1) 

30 

» 


These findings show that p-(aminomethyl)-henzenesul- 
fonamide is able to reduce the number of bacteria at once, 
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Le., without any initial phase of growth. Like sulfapyridine, 
the substance appears to have no effect at 6®. 

Several similar experiments, but with larger and smaller 
inocula, have given substantially the same result. With large 
inocula the bacteria are killed more slowly than with small. 


3. Effect of p~(AminomethylJ-benzenesulfonamide on a Large 
Inoculum and a Small. 

As shown by several authors, the effect of sulfanilamide, 
sulfapyridine and other sulfonamides in vitro is largely 
dependent on the size of the inoculum.^- ®) The effect 
on large inocula is much w'eaker than that on small inocula. 
In this respect too, p-(aminomethyl)-benzenesulfonamide was 
found to differ from the other sulfonamides. 

Table 4 gives the findings in an experiment carried out 
for comparison of the effect of sulfathiazole and of p-{ amino- 
methyl )-benzenesulfonamide on a small inoculum of pneumo- 
cocci and on a large one. The inocula contained respectively 
250 pneumococci and 19 million pneumococci per 5 cc. of 
serum broth. The findings after incubation for 24 hours are 
given in Table 4. 


Tabic 4. 


Effecl of Sulfathiazole and 'p-(Ainmomclhyl)-bcnzcncsnlfonamide in 
vitro on Large arid Small Inocula of Pneumococci. 


Concentra- 
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350 
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pyridine and, later, thiazole and thiodiazole, but Uie difference 
in the effect of these drngs is merely quantitative, not quali- 
tative, and it is hardly possible by introduction of other hetero- 
cyclic substituents to obtain substances with an essentially 
stronger effect. 

When the remedies mentioned have proved merely slightly 
effective or ineffective against a number of infections, no 
doubt this is largely due to the circumstance that their effec- 
tivity is compromised by a sulfonamide-inhibiting substance. 
As mentioned, bacteria which are resistant to the ordinary 
sulfonamides form this substance in a particularly high de- 
gree, and neutralizing substance is found also in necrotic 
tissue and pus. These facts afford an adequate explanation of 
the relatively slight effect of tliese remedies in lesions as- 
sociated with accumulation of pus (empyema and abscesses), 
endocarditis and tuberculosis. As p-(aminomethyl) -benzene- 
sulfonamide is not neutralized by p-aminobenzoic acid, it may 
be that this substance (or derivatives of it) wnll prove ef- 
fective against such lesions — tliat is, if there be no sub- 
stances in the infected organism that will inhibit the action 
of P' ( aminomethyl ) -benzenesul fonamide. 

So far, p-( aminomethyl )-benzenesulfonamide has been 
employed clinically only to such a slight extent that it would 
be impossible to say anything about its therapeutic value. 

As the grow’th-inhibiting effect of the substance is not 
particularly great, it will be highly interesting to ascertain 
whether its effect may be increased by the introduction of 
heterocyclic substituents as in sulfanilamide. 


Addendum by Ole Christensen and J. K. Poulscn: 

We have examined the effect of p- (aminomethyl) -benzene- 
sulfonamide on tubercle bacilli in the following way: 

Test tubes containing Low'enstein’s medium + p-(amino- 
methy])-benzenesulfonamide in concentrations from 1 : 1000 
down to 1 : 320 000 were inoculated with 10 — ^ mg tubercle 
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ON THE MOTILITY OF FUSOBACTERIUM. 

By Johs, Boe, M. D. 

(Received for publication Dec. 3rd, 1942). 

A highly disputed question which has contributed not a 
little in making the classification of this group of bacteria 
uncertain and unsatisfactory is the question as to whether 
these bacteria are motile or not. 

Originally H. Vincent (1896) described the bacteria he 
found as immotile. Later, however, he states that it could 
be motile when examined in absolutely fresh preparations. In 
most text books up to recent times, however, Vincent’s first 
assumption has been set forth, and Fusobacterium is described 
as immotile. Many authors have studied this group of bacteria 
carefully and agree on this point. 

Of the earlier investigators we can mention P. Miililens and 
ilf. Hartmann (1906), E. Ellermann (1907) and Charles Krumwiede 
and Josephine Pratt (1913). And among more recent investigators 
we can mention Maximilian Knorr (1922), L Pilot and J. Brams 
(1923), Philip L. Varney (1927), A, Alessandrini and E, J, Pampana 
(1928), Sverre Dick Henriksen (1936), Maynard E. Hine and George 
Packer Berry (1937) and Heinrich Dicker (1938). These authors have 
not, either in direct preparations from the pathological process or 
in cultures been able to detect any kind of movement. 

On the other hand there are many investigators who definitely 
claim that there are motile forms of this bacteria, even though all 
ore not motile. Of those investigators who have demonstrated 
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motility in fusiform rods the following can be mentioned: J. Bern- 
heim and D. Popischill (1898), Graupner (1902), D. Veszpremi (1907) 
Karl Leiner (1907), S. Costa (1907—1911), H. C. Plant (1917), Ruth 
Tunnicliff (1923), G. Sanarelli (1927), P. Muhlens (1930), B^igenia 
Stoilowa (1938) and W. N. Kazeff (1939). 

But there is much disagreement here. Some have found slow, 
oscillating movement, and then only in fresh preparations. Others 
have seen very rapid movement, thus P. Milhlens, and Canot and 
Fournier (cit. Weinberg, Nativelle and Prevot), and Pavid T. Smith 
(1932), who in his types I and II of Fusobacterium finds active 
motility, says that type III is immotile. It is usually claimed that 
the bacteria lose their motility on artificial media, but some have 
also found motility in pure cultures. 

It was natural that an attempt was made at solving the problem 
of the bacterium’s motility by trying to demonstrate flagella. 
Graupner (1902) found peritrichous flagella in his bacteria. Flagella 
have also been demonstrated by H. C. Plant (1917), P. Muhlens 
(1930) E. Stoilowa (1938) and IF. N. Kazeff (1939). The flagella are 
usually described as peritrichous, but of a different type than the 
usual flagella. These stain better, vary greatly as to thickness and 
are often thicker at the attached than at the free end. Some in- 
vestigators, as for example David T. Smith who has worked with 
motile strains, have never been able to demonstrate flagella. 

Thus it is ob^^ous that there is still uncertainty about 
this problem. Experienced investigators hold to their views 
on both sides of the question. 

Personal Examinations. 

During the first year of work with these bacteria we had 
never once observed motility, either in samples from the pa- 
thological process or from the cultures. And it was our de- 
cided impression that these microbes were immotile. But as 
the literature is so full of contradictions on this point, and 
as the question is of significance for the classification of this 
group of bacteria, we made it the object of a special examina- 
tion. 


a. Examinations on Motility. 

All of our 30 strains of Fusobacterium {Johs. Boe, 1941) 
vvere examined in fresh preparations after mounting the pre- 
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parations so that all movement of the fluid was stopped, 
without exposing it to oxygen or cooling. The cultures were 
examined as early as possible, as soons as the first trace of 
growth was visible. 

Instead of mounting the preparations under a cover glass, 
we often used hanging drops, hut this gave the same results. 

Many claim that examination of only slightly motile mi- 
crobes is best made by microscoping the culture in a capil- 
lary tube {Weinberg, Naiivellc and Prevot). This technique 
was also used, both Avilh round capillary tubes, such as are 
made by drawing out Pasteur pipettes and melting the ends 
together, and with flattened capillary tubes which, according 
to IK. S. Siiirgcs (1928), have certain advantages. \Vc found 
no motility with any of these methods. Moreover it was dif- 
ficult to discern any advantages of these methods over the 
usual examination under a cover slip sealed with vaseline. 

We examined both solid and fluid cultures, cultures on 
rich media such as the Noguchi medium, and on relatively 
poor media such as cysteine glucose broth. The results was 
always negative. Lively molecular movement was often seen, 
but nothing which could be interpreted as active motility. Ex- 
aminations of the same cultures in a perfect dark field ahvays 
gave the same result. 

In numerous experiments with mice we injected the cul- 
tures intrapcritoncally in lethal doses, so that the bacteria 
multiplied. The animals were killed and the preparations 
examined immidiately, before it was possible for cold, oxj’gen 
and other external factors to exert any influence. But here 
also it was impossible to detect any movement. 

Afterwards xvc examined in the same manner a number 
of preparations from the normal oral cavity and from pa- 
thological processes where Fusobacterium could be demon- 
strated. No motility was observed. When, for example, a pre- 
paration from a gingivitis is examined, a tremendous variety 
of bacteria will be seen in a good dark field, and there is 
occasion to observe all kinds of movements, from the most 
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so clean that a drop of water spread out over them like a 
thin membrane, they were good enough to be used. 

2. The culture were young cultures from soft ascitic fluid 
agar plates and from blood agar plates. The cultures were 
used as soon as growth was visible, as a rule between 16 — 24 
hours. A little of the culture was taken very carefully with 
a loop and dipped in a tube with 0,5 cc. distilled water. 
Usually we inoculated 12 such tubes at a time. It was dif- 
ficult to obtain good preparations from some of the tubes, 
while from others, which were apparently treated in exactly 
Ihe same way, it was much easier. The 12 tubes w^ere then 
placed in a thermostat for ^ hour. Thereafter a loopful of 
the culture was taken very carefully and touched against the 
slide. When the drop of culture had spread out like a mem- 
brane, the slides were placed in a thermostat to dry. 

3. Staining. When the slides were completely dry they 
were treated as follows, which is practically the same as Ni- 
colle and Morax' modification of Lofflers method: 

Under slight heating the slides were treated three times 
in the following solution: 

Tannic acid solution 25 % 150, — 

Saturated iron sulphate solution 75, — 

Saturated alcoholic solution of fuclisine 15, — 

This was followed by a thorough rinsing in %vater. The 
preparations were then stained with safranine or wnth strong 
phenol fuchsine. We often had very good preparations rvhen 
both of these stains w^ere used, first safraninen and then 
phenol fuchsine with sligt heating. After staining the pre- 
parations were rinsed wnth "water, dried in the air and mounted 
in halsam. 

With this method we got good uniform results. To our 
surprise we found that our strains had flagella. We examined 
one strain after another and ahvays with the same result. All 
of them had flagella but they were more difficult to de- 
nionstrate in some than in others, where flagella were found 
as easily as in Proteus. We finally demonstrated flagella in 
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Fig. i. 


all of the strains we had isolated, also in strains which are 
identical with Fusobacterium nucleatum, which all investi- 
gators agree is immotile. 
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Fig. 3. 
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The short forms were peritrichous (Fig. 1). The long forms 
were usually peritrichous but sometimes the flagella seemed 
to be assembled at the ends (figs. 2 and 3), either in pairs 
or in tufts which emanated from the point or the region im- 
mediately adjacent to it (Fig. 4). 

The flagella have, as the pictures show, the same ap- 
pearance as in a typical flagellar microbe, e. g. Proteus. They 
are very long, and it often seemed that they were thinner 
and more delicate than the flagella of Proteus, and they were 
much more fragile. In any case they seemed relatively thin 
in comparison to the massive, stiff bacteria. 

As mentioned above it was often more difficult to find 
the flagella in Fusobacterium than in Proteus for example, 
it was necessary to hunt longer as the majority of the bac- 
teria in the preparation had no flagella. But in our examina- 
tion of the smooth — rough variation of the strains (dis- 
sociation) it became clear that it was much easier to find 
flagella in rough cultures than in smooth. It was possible 
to find microbes with so many fine flagella in every field 
that the picture resembled that of a proteus culture. 

Naturally all of the same cultures' which were used for 
flagella staining and where flagella were demonstrated, were 
also examined for motility by all the methods mentioned 
above. But no motility "was detected in any of these cases. 


Discussion. 

Since the term »fusiform rods« has only been a morpho- 
logical term, it is natural that some bacteria species which 
do not belong in this group have been described in this man- 
ner. It is very probable that some of the motile fusiform 
rods described have really been Spirilla. These are often found 
in the same processes where Fusobacterium is found. And 
as they die motility ceases, and they often become straighter 
and may easily be confused wdth Fusobacterium. A very slow, 
barely visible movement is then seen. It is reasonable to be- 
lieve, w^hen one has seen this phenomenon, that some of the 
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fusiform rods which have been described as slowly moving 
fiisiformis, are these mouth spirilla. 

As for the actively motile fusiform rods which have been 
described, a number of these have undoubtedly belonged to 
the Vibrio. The morphological difference is not always so 
pronounced, and lies mostly in size difference when Vibrio 
has the slightly bent and pointed form. The distinction be- 
tween the true spirilla and vibriones is also rather vague. 

But even though mistakes of this nature have been fre- 
quent and, to a great extent have their explanation in the 
uncertain limitations of this group, it seems that motility has 
been demonstrated in bacteria which probably belonged Fuso- 
bacterium, but we have never found motility in any of our 
strains. 

It is reasonable to believe, judging from the literature 
and our own investigations, that we are concerned with a 
very large group of bacteria, with considerable morphological 
variation and with all the transitional forms between the dif- 
ferent tj'pcs. It must be regarded as proven that this entire 
group of bacteria has flagella, even when they are immolile. 
It also seems certain that the immolile forms arc the rule 
and the motile forms are the exception, if they exist at all. 

It must be justified to regard the above mentioned animal 
experiments as significant in this respect. In these cases where 
the microbes multiplied rapidly in the animal organism, one 
would expect to find motility when the examination was made 
under optimum conditions. 

It is also difficult to answer the question as to whether 
motility has any relation to the variation, eventually dis- 
sociation, of the bacteria. The findings we have made, that 
pure rough cultures have more flagella than smooth cultures, 
point in that direction. But it must be emphasized that in 
both cases our microbes were immotile. 

It is easier to understand that the long forms of Fuso- 
bacterium arc immotile. The relatively large, stiff bacteria 
body seems tremendous in comparison to the fine flagella, 
and if it is pcrmissablc to judge by macroscopical standards. 



582 


it seems reasonable that motility is minimal or entirely 
lacking. 

That the flagella of these bacteria have some other pur- 
pose than locomotion is possible, and examinations like those 
of W. N. Kazeff may possible be interpreted in this manner. 

On the other hand it is certainly wrong to conclude as 
Kazeff has done, that when the bacteria have flagella they 
are motile. 

From the evidence presented here it does not seem rational 
to use motility in these bacteria as a characteristic by which 
they can be classified as A. R. Prevot (1938) has done. 

He sets up two genera: the immotile forms as Fusiformis 
and the motile forms as FusocUlus. While the first group 
now begins to be relatively well defined, there is great con- 
fusion among the motile forms. And this situation is not 
helped by the fact that the first species in this genus is Fuso- 
cillus shmamini (Shmamine), a microbe which is so poorly 
described in the original publication that it is impossible to 
recognize it. 

The principle of Bergey and co-workers (1939) is more 
firmly founded. They describe all species Fusobacterium as 
immotile. Motility is not used as a basis for classification, 
and they leave open the question as to whether the described 
fusiform rods really belong to Fusobacterium or not. This 
agrees much better with the facts as they are known at 
present. 


Summary. 

1. The most careful microscopic examination showed that 
the thirty strains of Fusobacterium Avhich are studied in 
the present work are immotile. This is true of material 
from pathological processes and from experimental in- 
fections where the bacteria multiplied abundantly. It is 
also the case in all cultures, in the youngest cultures and 
on the richest media. 

2. It was demonstrated that all of our strains of Fuso- 
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bacterium had flagella. These flagella were very long and 
thin, and were extremely fragile, much more so than those 
found in Proteus. It was necessary to exercise great care 
in preparing them. It was much easier to find flagella in 
»R« colonies than in »S« colonies. 

3. In manj’^ cases where motile bacteria belonging to Fuso- 
bacterium have been described, there has certainly been 
confusion with spirilla species, a mistake wliich is very 
easy to make. 

We are dealing with a large group of bacteria which 
have flagella. It is possible that these flagella have some 
other function than locomotion. In any case the large 
majority of strains is undoubtedly immotile. 

With our present knowledge of these bacteria we can- 
not use motility as a basis for classification. 

4. In the short forms of Fusobacterium, pcritrichous flagella 
were found. When the bacteria were long and thread 
formed the flagella were assembled at both ends. 
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SPIROCHETES. 
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(Received for publication Dec. 3rd, 1942). 

In all of the pathological processes which can be included 
in the term »fusospirochetosis«, Fusobacterium and spiroche- 
tes are generally found in more or less equal proportions. 
Some times one of these bacteria species dominates the pic- 
ture while the other recedes into the background but this is 
the exception rather than the rule. And only very rarely docs 
the one appear without the other. 

The characteristic microscopic picture of a Plaul-Vin- 
cent’s angina gives the impression that the Ixvo bacteria be- 
long together and this relation is, in ordinary medical par- 
lance, the most commonly used example of bacterial sym- 
biosis. Perhaps bacterial synergism is a belter term. But re- 
gardless of which term is used both imply that two different 
microorganisms are involved. 

In the earliest descriptions of (he bacterial flora in fusospiro- 
chetal processes in tlic mouth (H. C. Plaul 1894, A. Veillon 1894, 
A. Vincent 189G) the idea is suggested tliat these are not two distinct 
species of bacteria, but (hat the fusiform rods and the spirochetes 
are two characteristic forms of one and the same microbe. 

H. Beitzke, who in 1904 compiled much of the earlier literature 
on fusiform rods, states tiiat many of the older investigations on 
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noma seems to indicate that this interpretation is correct. One 
encounters, he says, all the intermediate forms between fusiform 
rods and spirochetes on the border between healthy and sick tissue. 

But generally speaking the standpoint of these earlier in- 
vestigators was based upon speculations on the bacteria forms which 
they saw in direct preparations. They could not prove their claims 
nor experiment in that direction, as cultivation was largely un- 
succesfuL 

It aroused considerable interest therefore when Ruth Tunnicliff 
(1906) on the basis of her cultivation results, again acclaimed that 
there was a relation between Fusobacterium and the spirochetes. 
Later this author has, more eagerly than anyone else, championed 
the theory that these two morfologically different species are actual- 
ly one and the same mici'obe. And since Tunnicliffs name is always 
associated with this problem it is necessary to examine her in- 
vestigations more cai’efully. 

In her pure cultures of fusiform rods Tunnicliff claimed she 
could demonstrate that spirochete forms appeared, resembling the 
large spirochetes found in the mouth. These spiral forms were said 
to develop especially on malt extract blood agar. These forms ap- 
peared after a couple of days and as time went on became more 
numerous than the original rod form. She believed that the spiro* 
chetes were a developmental stage in the life cycle of the fusiform 
rods. 

Later, in 1923, Tunnicliff claimed she had seen spirochetes 
develop within the fusiform rods, and in the spherical bodies which 
Fusobacterium is said to form in one stage. 

In 1932 Tunnicliff takes up this subject again, but talks about 
»spiral forms« without claiming that they have a definite spiro- 
chetal character. She claims that the change from typical fusi- 
form rods to spiral forms is the expression of a dissociation, a 
transition from smooth to rough colonies. Colonies which are smooth 
contain rod formed bacteria, while rough colonies consist of the 
spiral form. 

A tremendous literature has grown up around these problems, 
which are of interest far beyond the field of fusospirochetosis. This 
is closely related to the problem of the bacteria’s life cycle. And 
the old conflict between monomorpbism and pleomorphism is more 
actual for the gi’oup of bacteria treated here than for many others. 

Among others who share Tunnicliffs view, that the fusiform 
rods and the spirochetes found in fusospirochetal diseases are only 
two forms of the same bacterium, we can mention Tohl Shmamine 
(1912), W. P. Larson and Moses Barron (1913), and W. N. Klimenko 
(1914). But those whose work is best known and who seem to have 
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most influence avc G. Sanoveili (1927) and David T. Smith (1932). 

Saiiarclli cultivated some spirochetes from the intestines of 
guinea-pigs which were very like those found in the oral cavity 
of humans, in Plaut-Vincent’s angina, in hronchospiroclictosis etc. 
He cultivated the spirochete on Tarozzi medium (agar slants with 
a piece of sterile guinea-pigs kidney in the condensation water). 
If he added an extract of B. mesentcricus vulgatus to this medium, 
the spirochetes turned into typical fusiform rods. He siicccdcd in 
getting one strain that was stabile, it retained its morphological 
characteristics as a ty])ical fusiform rod in subcultures. 

He believed that these were merely spirochetes wliich had lost 
their capacity for movement and for twisting and spiraling. The 
serological properties were the same as those of the* original spiro- 
cliete strains. This transformation from spirochetes to fusiform 
rods could take place directly, but sometimes it u'ent through an 
intermediate stage where large num])ers of spherical bodies ap- 
peared in the cultures. SauarclU was of the opinion that, this was 
the basal form of the bacterium, which gave rise both to fusiform 
rods and to spirochetes. lie called it )>ITcliconcma Vincenli«. 

David T. Smith cultivated several types of fusiform rods and 
also Treponema buccalc in pure cultures. This treponema later took 
on the appearance of a fusiform rod. Smith had exchanged cultures 
with Tunnicliff and found tluit this Treponema buccalc was identical 
with the large fusiform rods which Tunnicliff had described. Smith 
had also isolated other strains of fusiform rods which became 
spirilla forms and returned to fusiform rods again. 

But most of those who have worked with Fusobacterium and 
spirochetes seem to be of the opinion that these arc two entirely 
independent bacteria. 

As early as 190G P. Muhlens and Hartmann came to this 
conclusion on the basis of their results with pure cultures. They 
were able to cultivate both fusiform rods and a mouth spirochete 
(Treponema dentium) in inire culture but tlicy never found any 
transition between the two forms in pure culture. Cliarles Krum- 
wiede and Josephine Pratt (1913) who worked with i)iirc cultures 
of fusiform rods, also claimed that these were two completely 
distinct bacteria. 

In his well known publication on the classification of Fuso- 
kactcrium Philip L. Varney (1927) described a large type of fusi- 
form rods which showed a pronounced tendency to produce twisted 
forms, especially in young cultures. When the cultures grew older 
He found mostly typical fusiform rods, straight and with pointed 
ends. He never observed any motility in his cultures even there 
''ere the spirochete forms were in the majority. He doubts that 
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there is any connection at all between fusifonn rods and spiro- 
chetes. He also emphasizes the confusion which the claim to such 
a relationship has brought into the study of fusiform rods. 

W. Bachmann and H. Gregor (1936) found that in an otherwise 
typical Fusobacterium (their »Schnell und grosswiichsige Fusi- 
forme«) all kinds of involutions forms appeared in old cultures, 
and they saw forms in stained preparations which even to an ex- 
perienced observer looked like spirochetes. However, dark field ex- 
amination of the same cultures revealed completely immotile and 
often perfectly straight rods. These had the same plasma structure 
which Fusobacterium usually has. They believed that this tendency 
to produce spirochete-like forms is connected with the tendency 
of certain strains to grow into long filaments. By cultivating on 
malt extract bloodagar as Tunnicliff recommended, they found this 
tendency to thread formation, but no spirochetes. These authors 
emphatically deny that there is any identy between fusiform rods 
and spirochetes. 

Maynard K. Hine and George Packer Berry (1937) in their 
morphological study of the genus Fusiformis often found spirochete- 
like forms in their cultm'es of Fusiformis dentium. But they believe 
that these only have a superficial resemblance to the mouth spiro- 
chetes, and distinguish themselves clearly from these by size and 
staining. 

Earle H. Spaulding and Leo Rettger (1937) also tried cultivating 
on malt extract blood agar to produce sph’oehete forms but without 
success, similarly with extract of B. mesentericus. They found that 
the bacteria had a gi’eater tendency toward spiral forms and in- 
volution when the medium was acid, and also if too much heat was 
applied during fixation. They believed that the spirochete forms 
were not a morphological variant of Fusobacterium. On the whole 
they found them very seldom. 

It thus appears from the literature that there is still 
disagreement as to the relation between Fusobacterium and 
thorough spirochetes. But it seems that most, and the most 
thorough of the investigations, indicate that two completely 
distinct bacteria are involved. 


Personal investigations. 

Already during our work on Leptotrichia Trevisan (Th. 
Thjotta, Otto Hartmann and Jobs. Boe, 1939) we had seen 
how readily thread form bacteria can assume irregular forms. 
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Wc, believed like most oilier investigators, that these were 
largely »involulion fornis« when we found swollen, pointed, 
unevenly stained bacteria which were usually tightly curled. 
Wc believed in the case of Leplotrichia huccalis, that it w’as 
a sign that the culture was fullgrown, and that it was a 
phenomenon which occasionally occured in all strains. 

Among the twisted forms which wc observed, there were 
sometimes bacteria, which bj' their appearance, might he 
taken for a large Borrelia species. Wc interpreted this as an 
accidental artefact. There was absolutely nothing which di.s- 
linguishcd this type of culture from another where such forms 
did not occur. Dark field examination revealed no more, and 
subcultures always gave growth of the tjTiical microbe. 

Wc had also seen this twisted form earlier while working 
with a non-sporulating microbe which was cither identical 
with B. funduliformis or closely related. It was extremely 
pleomorphic and sometimes showed forms which looked like 
spirochetes. 

During the systematic investigation of the Genus Fuso- 
bactcrium hj' one of us (Jobs. Boc, 1941) wc immediately 
encountered this problem of spirochetes. All our strains of 
Fusobaclcrium had their typical form hut, especially when 
they developed threadforms, they had a tendency to develop 
very peculiar ^involution forms«. Among these wc sometimes 
saw sspirochete forms* just as wc had seen them in Lcplo- 
Irichia and wc interpreted them in the same manner. 

But while it was easy to place the twisted forms of a large 
Leptolrichia where they belonged, it was more difficult when 
dealing with a thin, fine thread formed fusiform rod which 
was delicately twisted. They could often really resemble true 
spirochetes. 

As chance would have it, one day wc came across a pre- 
paration which contained »spirochcle forms* in such large 
quantities that the condition was investigated more carefully. 
Routine control of the growth of our strain no. 22 revealed 
almost exclusively these twisted forms. (Fig. 1). 

Strain no. 22 had been isolated 6 months earlier from a 
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Plaut-Vincent’s angina and had gone about 50 generations on 
artifical medium. It was in every respect typical for this group 
and on usual media it had a uniform morphology. It was, 
like all the other strains. Gram-negative and immotile. 

The preparation shown in Fig. 1 which was the basis for 
the investigation was taken from a 48 hour old potato broth 



culture. This culture was then examined directly and in dark 
field. No spirochete like forms were found, the bacteria were 
of the ordinary rod form. There was no motility. A new 
stained preparation showed the ordinary picture of a culture 
of Fusobacterium. 

It was then found that the first preparation had been 
stained by allowing a drop of the culture to dry rapidly over 
a gas flame (to save time) and afterwards phenol gentian 
\dolet was poured on the slide while it was still warm. 

In this manner the » spirochetes « shown in Fig 1 had 
arisen. 

This demonstrated in a very convincing manner that at 
least many of the spiral forms which had been described so 
often were artefacts. The forms which we had found were 
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fully as spirocliele like as those described by many invest- 
igators who claim there is a transition between Fusohacterium 
and spirochetes (e. g. Tunnicliff). 



Fig. 2. X 1000. 



Fig. S. X 1300. 


Afterwards we tried to produce these twisted forms in 
several cultures by this and other methods. We were not 
always successful, hut now and then it was possible, and in 
the course of the investigation we liave seen such »spiro- 
chetes« in the majority of our strains (Figs. 2, 3 and 4). 
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media. The same is also true -when Ihc microbe has grown 
slowlj’ under poor conditions, for example when cultivated 
on the lowest Pj, which it can tolerate or on the highest dye 
concentration wliich it tolerates. In these cases it was also 
possible to obtain the twisted forms. 

We inoculated many such cultures on the richest media, 
on spirochete media such as Noguchi medium and Tarozzi 
medium. But nol once was there growth of anything which 
could be talvcn for spirochetes on these media. But we often 
saw, as on other rich media, the production of long, irregular 
forms, from which spirochetes could he »manufacturcd«. 

As a result of Tunnicliffs claim that the transition between 
fusiform rods and spirochetes is related to the »Smooth« and 
»Rough« form of the colonics, we examined our strains with 
this object in mind. We never found that the »Rough« colonies 
contained more spiral forms than the »Smooth« colonies. What 
we did find, as has been mentioned above, was that the in- 
dhidual bacteria in the x>Rough« colonics were longer than 
in the »Smooth<!: colonics and often more bent and twisted. 
And quite reasonably, it was easier to produce spiral forms 
from these than from the short, straight microbes in the pure 
»Smooth« colonics. 

It should again he emphasized that each time we found 
spirochete like forms in a preparation, we examined the cul- 
ture very carefully in unstained preparations and in dark 
field, and we transferred the culture to several new media 
and controlled its growth from the very beginning. We were 
convinced every time that the production of the twisted forms 
was a phj’sical phenomenon. 


Discussion. 

It seemed very improhahlc from the beginning that two 
so different microorganisms as Fusobaetcrium and spiro- 
chetes should only he two forms of the same microbe. 

We do not claim that all of the »spirochctcs« which have 
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There is no proof that the various morphological forms 
found in Fusobacterium are different stages in a particular 
life cycle. The question of a life cycle in Fusobacterium is 
just as vague as for other microbes, but some authors claim 
that there is such a life cycle (Ralph R. Mellon, 1926). 


Summary. 

1. Fusobacterium belongs to a group of bacteria which is 
very pleomorphic, with a decided tendency to develo]) 
atypical forms. 

2. The assumption that spirochetes could arise in pure cul- 
tures of Fusobacterium found support in the fact that 
these atypical forms were mistaken for spirochetes. 

3. In most cases spirochetes described arc artefacts and arc 
not an expression of any biological form. 

4. The authors were able to jiroducc typical spiral forms by 
a few tricks with the staining method, and by choosing 
cultures where atyjiical forms were abundant. 

5. Fusobacterium and spirochetes arc absolutely distinct 
microorganisms. 
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ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPATHIAE 
CAUSING A FATAL MENINGEAL INFECTION 
IN A HUMAN BEING 

By TIl Thjotta, U, D. 

(Received for publication Dec. Gth 1942). 

On the 23 of May 1942 we received a specimen of pus for 
bacteriological examination. The specimen was sent us by 
Dr. Arne TorJdldsen who had evacuated the same from an 
abscess situated in the right temporal region between the 
dura mater and the arachnoidea of a patient with the fol- 
lowing history: 

The patient was a veterinary physician, 53 years of age, 
who during the last years had suffered from attacks of what 
had been considered rheumatism. He had passed through 
such an attack during the months of February and March 
the same year. The consulting physician Dr. Leif Cordtsen, 
however, claims that this attack looked more like an attack 
of influenza with complications of the lungs. Having recovered 
from this disease he fchll quite well till the 20th of April, 
when he had several slight attacks of paresis of the left side 
of the bod 3 \ He had no nausea, no vomiting and no cramps 
during these attacks, and he was quite well in the intervals. 
During the following week the condition got worse, a strong 
headache came on and the patient lost his appetite. He was 
then sent to hospital in Oslo for treatment. Here he showed 
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a slight and irregular fever and his diagnosis was not clear. 
The' clinicians held it most probable that he suffered from a 
tumour of the brain. His condition grew continually worse 
and on the 22nd of May he was transferred to a surgical 
hospital in comatous condition. The operation was performed 
on the next day, and the patient died the following night. 


Examination of the pus. 

The pus was of a very thick and sticky consistency. There 
was no odor. No granules of Actinomyces were found al- 
though a minute examination was carried out for such gra- 
nules. A preparation of the pus stained after the Gram tech- 
nique was then examined under the microscope and large 
clumps of a Gram positive irregular long threadlike microbe 
intermixed with short straight or slightly curved rods were 
found in considerable amount. (See Figs. 1, 2, 3 and 4). 
These microbes were often knitted together in large tangles, 
where the individual threads obviously stretched out in all 
directions from a center. The microbe thus might well be 
taken for an Actinomyces and the pus was therefore again 
examined for granules. But no such were present. 

The possibility of an Actinomyces was given up- for the 
time being and a tentitive diagnosis of Erysipelothrix r/m- 
siopathiae w^as made both on account of the morphology of 
the microbe, although this might seem extraordinary, and 
because the patient was a veterinarian, who most probably 
had been in contact with swine erysipelas in his practice. 

In the meantime cultures were made in different media, 
both aerobically and anaerobically. The result of these ex- 
aminations were in short as follows: 

Our microbe did not grow at all under aerobic conditions. 
Anaerobically, however, it grew, although slowly in 1 % 
dextrose broth with a piece of sterile potato under vaseline 
cover, in Difeo brain-heart extract semisolid medium and on 
the surface of a common blood agar dish. In all these cul- 
tures we obtained a pure growth, that could be grown in 
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one subculture after the other. During this cultural work 
■we observed that the individual microbes slowly changed 
their appearance from the tangled mass of threads found in 
the material from the patient . through some cultures with 
long threads (Figs. 5 and 6), from these to cultures with 
shorter threads (Fig. 7) until individuals appeared (Fig. 8) 
as very short straight or slightly curved rods of the mor- 
phological aspect one should expect when dealing with the 
bacillus of swine erysipelas. The appearance of the microbe 
in culture successively altered from that in the living material 
of the patient until all likeness to an Actinomyces had dis- 
appeared. We were at this point of our examination pretty 
certain that we were dealing with Erysipelothrix rhusiopa- 
thiae, and we had only to perform a serological examination 
of our microbe in a serum obtained from The Veterinary In- 
stitute of this city (Professor H. Holth) and produced against 
typical strains of the same microbe isolated from swine ery- 
sipelas. By courtesy of the same institute we also obtained 
a typical laboratory strain of the etiological agent of the dis- 
ease in swine and with this material we performed an ag- 
glutination with both strains in the same anti-swine ery- 
sipelas serum. The serological test gave a positive reaction 
to the same dilution of the serum in both strains, and the 
diagnosis was thus consolidated. 

The colonies (see Fig. 9) of our microbe on surface media 
were mostly of the R type, but a few S colonies were also 
found. And in between the ordinary colonies we found some 
very peculiar ones shown in enlargements of about 30 dia- 
meters. These colonies showed very fine rhizoid off shorts 
making an irregular fringe about the colony (Fig. 10). 

Having thus ascertained the diagnosis of our microbe we 
\vent through the literature at hand. We found only one case 
that might be of the same kind as ours, namely a case re- 
ferred by J. Dumont and L. Cotoni (1) who found the same 
microbe in the spinal fluid of a soldier who died shortly after 
the examination. The condition of the meninges is however 
not described. The authors found their strain only slightly 
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Figs. 9, 10. 

Colonies of the strain on surface of bloodagar. 9: X 10, 10: X 30. 


virulent for white mice, a point of interest in our case, since 
our strain did not show any virulence against mice. 

The virulence against white mice has always been con- 
sidered a point of considerable interest in this microbe, since 
the passage through mice of some material containing the 
microbe in infection is claimed to be the most certain me- 
thod of obtaining this microbe in pure culture. This, however, 
seems to be quite uncertain, when, one is dealing with ma- 
terial from a subacute or chronic type of infection. Thus 
W. Riebe (2) found that strains cultivated from cases of 
endocarditis in swine are very often avirulent for mice. He 
adds that the virulence of this microbe may vary very con- 
siderably and that it is often very difficult to conserve the 
virulence in cultures. 

Endocarditis due to Erysipelothrix is seen as a t5q)ical 
disease in swine. Also in the human infection this mani- 
festation has been seen. Thus C. Prausnitz (3) has gathered 
from the literature 100 cases of infection in man and amongst 
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these is one ease of endocarditis, in whicli the microbe was 
grown from llie blood. Likewise WUUnm O. Russell and 
Marion E. Lamb (4) described a case of endocarditis in a 
lobsterfisher, who had injured himself Avliilc working with 
lobsters. 

As far as we have found there is no case exactly like 
ours described in a human being. In swine, however. Ibis 
microbe can produce lesions in the meninges, and P. Lang- 
rand (5) describes how the microl)c, when growing on the 
surface of the meninges in animals, takes on the appearance 
of long, curved threads. And L. Panisscl and J. KoUla (6) 
Imvc de.scribcd large nests of long, fine threads especially in 
the valvular lesions of endocarditis. And .7. /•'. Roscnhach 
himself, who described the microbe (7) was in doubt wbether 
it belonged to the bacteria or to the threadlike microbes and 
would have prcfcrrctl the name Enjsipclnthrix from the very 
first. It was, however, named Racillus erysipcloidcs or rhu- 
siopathiac and the name is still in use. The official name, 
however, is now Krysipciothrix, which is more suitable than 
Bacillus, as the microbe now is group in the family Acli- 
nomijcetaccae. 

There is consequently no atypical asjiecl in our strain 
when looked at in the light of the literature. Also the j)cculiar 
colonics of our strain have been described before. Hugo n. 
Preisz (8) says >thal the colonies may grow as very small 
spots without a distinct border. When seen at an enlarge- 
ment of ,30 — .")0 diameters these colonies will be seen as a 
(Icncc center witli a porifery that is dissolved into a confused 
network of irregiilar curved threads of different thickness.c 

When the picture that met onr eye when first seen in 
the slide preparation from the patient seemed so unfamiliar, 
tlie reason obviously was that the usual textbooks describe 
tliis microbe as a very small and delicate rod. 'I’his appearance 
may well be the ordinary in the acute swine erysipelas and 
in the spleen of mice infected with the microbe (Fig. 12). 
hut in more chronic infections and obviously in the luiman 
being one must reckon with the threadlike microbe, the real 
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Fig. ii. 

Primary culture from typical case of erysipeloid in man. Medium 
brain-heart semisolid medium. X 1000. 

Erysipelof/irix. When cultivated from human beings in a 
semisolid medium the same picture of the microbe is seen. 
We had an opportunity to see this very nicely in a culture 
in brain-heart-extract-agar inoculated directly from a typical 
case of erysipeloid in a grown woman, infected from the 
handling of fish. In the cultures the microbe grew together 
with staphylococci (Fig. 11) and showed long threads of 
microbes exactly like those of our brain abscess. 

If we turn back to our patient and try to discuss his 
disease in the light of the etiological knowledge we have 
obtained it seems very probable that the patient must have 
suffered from an infection due to Erysipelothrix for some 
time. Nobody knows however for how long a time. He is 
not known to have suffered from erysipeloid or any other 
distinct clinical phenomenon that points directly towards the 
infection that caused his death. In swine however, arthritic 
disease is not so rare in this infection, and it might be a 
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Fig. 12. 

Slide preparation from spleen in artificial infection of mice. X 1000. 

possibility that his socallcd rheumatism in reality has been 
caused by Erysipelothrix. Even more suspicious in this con- 
nection is the sinfluenzac that he passed through during 
February — March 1942. It seems verj' probable tliat this dis- 
ease may have been a complication to a general infection 
with the microbe in discussion. And it seems most natural 
to look upon his meningeal abscess as a local manifestation 
of a general infection. 

Could this patient have been saved through a specific 
treatment? It is well known that tlie specific therapeutic 
serum produced against infections caused hj" Erysipelothrix 
is powerful in its effects, when used in disease both in swine 
and in human beings. But such treatment naturally depends 
upon an etiological diagnosis. And this diagnosis could not 
have been made in any other way than through a thorough 
bacteriological examination of the patient. Tliis examination, 
however, came too late to be of any benefit to the patient. 



fro® '"““O'- deal, 

f'-' oattea I® o etrail, '‘'"’"'d no, ,? "'■» deacrtj/''^ 

‘o«a,her i„7f “ "> f«d S “'' '"sWlj- '*'>«( lot 
»»* -itt “ .'r^lo iuo, fdcroie as deliea,; /' 


,r‘ '"■* io4 1 <^d“:r' - '''"'»' “o' 

saeslir^ 

'"docarai,,.^ „ 


*■ ^‘‘‘Z°’’n'f-^‘ Oo,ni_ 

^’■oosai, f: ®d. w ^J?'®nhutt BaMb Bd 37 . 

Panis^lf'"’ '^oaus^u. tlif ’''““de el dn ” ^’' 

m. n, j/'”"'. Ifraus a. 33 slf’ “’■ 

d. 3„, 



(AUS DEM STAATLICHEN liAKTElUOLOGlSClIEN 
LAnOIUTOniUM, STOCKHOLM. CHEF: PROF. C. RUNG). 


EIN NEUER SALMONELLATYP (S. SUNDSVALL) 
IN SGHWEDEN NACHGEWIESEN. 

Von G. OUn und K. Alin. 

(Eingegangen bei der Redaktion 15. Jan. 19i3). 

Die Anzahl der Salmonellatypen hal in Ictzter Zeit durcli 
Bcobachtungen, die aus vielcn verschiedcnen Landern initge- 
Icill Worden sind, mehr und mehr zugenommen. Aus Schwe- 
dcn isl jedoch bisher kein Bcitrag gelicferl wordcn. Neulich 
haben wir indessen eine Salmonellabakterie nachweisen kon- 
ncn, die eincn zuvor nichl bescliriebencn Tj'p inncrlialb der 
Salmonellagruppe repriisenlicrt, und die also den ersten neuen 
Typ in unscrem Lande darslellt. Die fragliche Bakteric wurdc 
aus zwei vcrschiedenen Fazesproben isoliert, die von eincm 
Fall von akuter Gaslroenlerilis in Sundsvall herriihrten. Die 
Krankcngeschichte ist folgende. 

44-jahriger Bauarbeiler K. E. B., Sundsvall. Erkrankle am 
6.7.1942 akut mil Schiillelfrost, Kopfschmerzen und stiind- 
llch Oder alle zwei Stunden auftretenden wiisserigen Stuhl- 
cnllcerungen. Wurde am selben Abend in das ProAdnzialkran- 
kcnhaus cingeliefcrt. Pat. war da etwas somnolent und hatte 
Lrbrechen. Temp. 40,2”. Die vorUiutigc Diagnose w'ar: Sub- 
arachnoidealblutung? Hitzschlag? Am folgenden Tag lag die 
Temperatur um 40”, sank aber am 8. 7. auf 38” vorm. und 
37,1” nachm. Pat. fiihlte sich da bedeulend besser. Da die 
Diarrhoen immer nocli fortfuhren, wurden jedoch am selben 
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cit, Maltose, Mannit, Rliamnosc, Sorbit, Trehalose und Xylose 
binneii 24 Stundcn mil Gasbildung. Er spaltet nicht Adonit, 
Galactose, Inosit, Lactose, Saccharose und Salicin binnen SO 
Tagen. Er gibt positives Rcsultat in d-Tartrat, Natriumcitrat 
and Sterns Glyzcrinfuchsinbouillon binnen 24 Stnnden, aber 
negatives in Mukat. Der Stamm bildet H„S, aber nicht Indol, 
schmelzt nicht Gelatine und gibt keinc Schlcimwallbildung. 

Genaue Untersuchungen babcn fiir S. sundsvall die An- 
tigcnstruktiir ergeben: (I).VI.XIV.VXV. z . . . — e,n,x,Zj 5 . . . 
Das 0-Antigen stimmt also vollstandig mit dem 0-Anligen 
von S. onderstepoort uberein; das 0-Seruni dieser letzteren 
wil'd vollig ausgeloscht bei Absorption mit S. sundsvall, deren 
0-Serum seinerseits vollig ausgeloscht wird von S. onderste- 
poort. Bei Aussaat der Primarkullur von S. sundsvall wurde 
festgcstellt, dass der I-Paktor hei einigen Kolonien fehlte, bei 
anderen aber vorhanden war. Audi in dieser Hinsicht liegt 
also Dbereinstimmung mit S. onderstepoort vor. 

Was das H-Antigcn betrifft, so erwies sich S. sundsvall 
als diphasisch bei Untersuchung isolierter Kolonien von der 
Primarkultur her. Lie 1. Phase isl idenlisch mit der 1. Phase 
von S.poona: z . . . Phasenseren, hcrgestcllt mit dicsen beiden 
Stammen, werden von dem heterologen Stamm vollstandig 
absorbiert. Gegeniiber der 2. Phase von S. Worthington, eben- 
falls bezeichnot mit z . . ., liegt dagegen ein gewisser Unter- 
schied vor, indem deren Serum nicht von S. sundsvall und 
auch nicht von S. poona ausgeloscht wird. Die Seren dieser 
beiden Slamine werden auch von S. worthinglon nicht voll- 
standig absorbiert. Wenn cine erschdpfende Beschreibung der 
Antigenstruktur durchgefuhrl werden soli, miisstc daher die 
Antigcnformel fiir die 1. Phase von S. sundsvall und S.poona 
mit z, Zjg und fiir die 2. Phase von S. Worthington mit z, z,, 
angegeben werden. 

Fiir die 2. Phase von S. sundsvall ergab sich in der Haupl- 
sache Dbereinstiinmung mit S. abortus cqui (c,n,x,Zj^ . . .). Die 
ersten Absorptionsversuchc, die mil cincm Kaninchenimmun- 
senun (M. 43) ausgcfiihrt wurden, hcrgestcllt mit dem von 
der Internationalen Salmonellazcntrale in Kopenhagen her bo- 
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zogenen Typstamm Nr. 26 (S. abortus equi p 202), zeigten 
jedoch nicht voile Obereinstiinmung zwischen S. abortus equi 
und der 2. Phase von S. sundsvall. Nach Absorption war niiin- 
lich noch eine ziemlich grosse Menge Agglutinine gegen den 
homologen Stamm vorhanden. Es wurde daher eine eingehen- 
de Priifung der 2. Phase unter Vergleich mit sonstigen be- 
kannten, die Antigenfaktoren e,n enthaltenden Phasen vor- 
genommen. Hierbei zeigte es sich, dass die Antigenstruktur 


Tab. 2. 


Stamme 

Antigen 

/?-Seren 



ab. 

Ser. 

equi 
M. 43 


1 

Sundsvall 

Ui 

73 

diego 

u 

S 

c 

s 

v: 

Vi 

o 

tc 

'S 

u 

a 

rs 

4 

c 

3 

tn 

a> 

chest. 

O 

tc 

u 

u 

a 

Ab. equi ^ 

e^n^x Zj6 

+ 

++ 

-t-k 


-k-k 

-k-k 

-k+ 

++ 

— 

-k-k 

-k-k 


Chester/? 

e,n,x zn 


++ 

++ 

— 


-k+ 

-k-f 

-k-k 

— 


-k-k 

-k-k 

San die^o/? 

QfVlf Zi5 Zx^ 

— 



— 

— 

1 

— 

-k+^ 

-k-k 


— 

— 

— 

Bar es salaam /? 

e^n^ Zi6 

_ 

++ 

— 

— 

-k-k: 

+-k' 


— 

— 

++ 

++! 

— 

. Sundsvall/? 

e,n,x zi6 

+ 

++ 

-k+ 

— 

H — h 

-k-k 

-k : 

— 


++ 

++ 

-k-k 


Zeichenerklarung: siehe Tab. 4. 


dieser Phasen sehr kompliziert ist, worauf auch Kauffmann 
(2) in seinem grundlegenden Bericht iiber deren Zusammen- 
stellung hingewiesen hat. Da unsere Untersuchungen Resul- 
tate ergeben haben, die einige kleinere Abweichungen von de- 
nen Kauffmanns aufweisen, erachten wir es fiir angezeigt, 
hier unsere Erfahrungen kurz mitzuteilen. 

Wie schon erwahnt, wurde bei Absorption von S. abortus 
equi-Sernm, erhalten von Kaninchen M. 43, mit S. sundsvall 
konstatiert, dass andauernd eine ziemlich grosse Menge Ag- 
glutinine gegen den homologen Stamm vorhanden waren. Fast 
ebenso kraftig wurden jedoch auch S. Chester ^ und. S. san 
diego agglutiniert. Eine entsprechende Priifung wurde dar- 
auf mit einem anderen S. abortus equi-Serum ausgefiihrt, er- 
halten von Kaninchen M. 42, das gleichzeitig mit Kaninchen 
M. 43 und mit denselhen Dosen und demselben Immunisie- 
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riingsantigen wie dieses immunisiert wordeh war. Hierbei 
wurde aber, me aus Tab. 2 hervorgehl, ein ganz anderes Re- 
sultat erhalten. Diesmal ergab iiiimlicli Absorption mit S. 
sundsvall ein vollstiindiges Versclwinden samtlicher Agglu- 
tinine. Trotzdem die Immunisierung auf bis ins einzelne 

Tab. 3. 


Nacb der Absorption gcpruft gegen die j8-Phasen: 



ab. equi 

che.stcr 

san ilicgo 

clnr cs 
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sun cl sv all 
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1 
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1 
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1 

; 

— 
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1 

— 

1 

1 

i 

i 

— 
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++ 
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— 

— 1 

— 

S. sundsvall p 

++ 

++ 

++ 

— 

— i 

— 
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(+) 

1 

— 

— 

1 

— 

S. minnesota p 

++ 

H — [- 

++ 

— 

— 

— 

S. bonariensis p 

++ 



+ 

++ 

— 

S. Chester p 

.++ 

— 

I 


++ 1 

— 


Zeichenerklfirung: siclie Tab. 4. 


gicicliartige Weise durchgefiihrt worden war, hat also das 
cine Kaninchen mit einer kriiftigen Agglutininbildung gegen 
ein Partialantigen geanlwortet, das bei dem andercn Kanin- 
chen nicht zur Entstehung einer nachweisbaren Menge Ag- 
glutinine gefiihrt hat. Dieses Partialantigen findet sich ausser 
bei S. abortus equi auch bei S. Chester /? iind S. san diego /S, 
fehlt aber bei S. sundsvall. 

Es erschien uns von Intercsse, zu untersuchen, ob dieses 
Partialantigen sich auch bei anderen Salmoncllabakterien mit 
der Antigenformel e,n,x,Zjg . . . nachwcisen licssc, eine Unter- 
sucliung, die mittels Absorption des Serums M. 43 mil diesen 
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verschiedenen Stammen durchgefulirt ^%aarde. Wie aus Tab 3 
hervorgeht, ergab es sich hierbei, dass dieses Partialantigen 
bei den meisten dieser Stamme vorhanden ist, dagegen bei 
S. abortus bovis, S. rubislaw und S. minnesota feblt, welch 
letztere Stamme also in dieser Hinsicbt mit S. sundsvall iiber- 
einstimmen. 


Tah. 4. 
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±i 
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1 
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1 

— 
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— 
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— 

++ 
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— 1 

++i 
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+, 
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++ 
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+ 

±1 

— 
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— 

++ 

++ 

— 
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Nach den ALsorptionen warden Agglutinationsversuche mit den 
Serumverdiinnungen 1/40, 1/80, 1/160 usw. angestellt. 

+ + = Aggl. in Verdtinnung = 1/160. 

+ = » » » = 1/80. 

(+) = » » » = 1/40. 

+ = » nur fiir gewisse von mebreren absorbierten Seren. 

Bei diesBr^Priifung wurde aucb S. bonariensis untersucht, 
die von Edwards mit der Antigenbezeichnung VI, VIII: i — 
e,n,x . . . erhalten worden war. Es stellte sich jedoch heraus, 
dass die 2. Phase dieses Stammes nicht mit S. abortus equi 
iibereinstimmt, sondern mit der 2. Phase von S. Chester iden- 
tisch ist. Die Antigenformel e,n,x,Zj ^^ . . die bisher nur durch 
die letztgenannte Bakterie vertreten gewesen ist, gilt also auch 
fiir S. bonariensis. 

Die vergleichende Untersuchung iiber die verschiedenen 
2. Phasen mit den Faktoren e,n ergab, wie oben angedeutet, 
Resultate, die in gewissen Teilen von denen Kauffmanns ab- 
weichen, wie dies aus Tab. 4 hervorgeht. Betreffs der Absorp- 
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tionen des S. abortus equi-Serums wurde so festgestellt, dass 
S. Chester samtliclie Agglutinine gegen S. dar es salaam aus 
dem eineu, nicht aber aus dem anderen zrweier untersuchter 
Seren eliminierte. Der Faktor scbeint also in dem erstge- 
nannten Serum, M. 42, nicht vorhanden gewesen zu sein, das 
dem oben Angefiibrten gemass aucli im iibrigen sicb. als un- 
voUstandig erwdes. Die iibrigen Absorptionen des S. abortus 
equi-Seruras wie auch des S. cliester-Serums stimmen in der 
Hauptsache mit ICauffmanns Resultaten iiberein. Nur kleinere 
Abweichungen wurden bei Absorption gewisser S. san diego- 
Seren konstatiert. Bemerkenswerter ist, dass S. dar es salaam- 
Serum nacb Absorption mit S. abortus equi keine Agglutina- 
tion des bomologen Stammes gibt, obwobl die Priifung zwei 
derartige Seren umfasst hat. In beiden Fallen hat die Im- 
munisierung offenbar nicht zur Entstehung von Agglutininen 
gegen Faktor z^g gefuhrt. 

Es scheint also, als wenn ge\%’isse von den Partialfaktoren 
der ^-Phasen von untergeordneter Bedeutung waren und bei auf 
gevobnliche Weise durchgefuhrter Immunisierung nicht im- 
mer entsprechende Agglutinine entstehen liessen. In diesen 
Versuchen sind Immunseren durch 4 Injektionen mit 4- bis 
5-tagigen Intervallen hergestellt worden. Wahrscheinlich hat 
der untergeordnete Wert der Faktoren einen der Griinde da- 
fiir gebildet, dass sie nicht in Kauffmanns (3) Antigenschema, 
das hauptsachlich Anhalt fiir die routinemassige Typbestim- 
mung geben soil, Aufnahme gefunden haben. 


Zusammenfassung. 

Ein neuer Salmonellastamm, der erste mit schwedischem 
Fundort, ist als Ursache eines Falles von akuter Gastroenteri- 
tis in Sundsvall nachgewiesen worden. Der Stamm, fiir den 
die Benennung Salmonella sundsuall vorgeschlagen wird, hat 
folgende Antigenstruktur : (I). VI .XIV .XXV; z . , e,n,x,z,g . . . 
Seine kulturellen Eigenschaften werden beschrieben. 

Im Anschluss an den Bericht iiher die Untersuchungen, 
die der Bestimmung der Antigenstruktur von S. sundsvall zu- 
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AUS DER PATHOLOGISCHEN ABTEILUNG ' DBS KAROLINI- 
SCHEN INSTITUTE IM KAROLINISCHEN KRANKENHAVS, 
STOCKHOLM (VORSTAND: PROF. F. HENSCHEN). 


beitrag zur frage der geographischen 

VARIATIONEN IM ANATOMISCHEN BILDE DER 
ULCUSGASTRITIS. 

Von Nils Rmgerlz, Dr. med. 

(Eingegangen Lei der Redaktion am 26. FeLruar 1943). 

Im Jahre 1931 hat Verf. eine Untersuchung iiber die pa- 
thologische Anatomic der Ulcusgastritis veroffentlicht, der ein 
Material von resezierten Ulcusmagen zugrunde lag, welche in 
Stockholm, hauptsachlich im Maria-Krankenhaus, operiert 
worden waren. Mit dieser Untersuchung war einmal hezweckt 
worden, die pathologische Anatomic der Ulcusgastritis zu stu- 
dieren, sodann nach Moglichkeit zu ermitteln, inwiefern sich 
das anatomische Bild der Gastritis von dem bei von anderen 
Orten stammendem Resektionsmaterial unterschied. Den we- 
sentlichsten Vergleichspunkt bildete das von Konjetznij, Piihl 
und Kalima bearbeitete Kieler Material, bei dem die patbo- 
logische Anatomie ausfuhrlicb geschildert ist. Ein weiterer 
Vergleichspunkt stand in der Robmanssonschen Beschreibung 
eines Ulcusmaterials aus Ume& zur Verfiigung. Bei dem letz- 
teren liegt indessen kein eingebender patbologiscb-anatomi- 
scher Bericht vor, 

Diese beiden Vergleicbsunterlagen unterscheiden sich kli- 
nisch in mchreren Bezichungen von dem Stockholmer Mate- 
rial, wahrend sic miteinandcr viel gemeinsam haben. So wei- 
sen sic durchweg nicdrigcrc Aziditatswerte und kiirzere Anam- 


616 


nesen auf als das Stockholmer Material. DiC' hygienisch-dia- 
tetischen Verhaltnisse sind bei der Bevolkerung, von der so- 
wohl das Kieler Material wie das von Umea herruhrt, auch 
wesentlich andere als bei der Grossstadtklientebdes Stock- 
holmer Materials. 

Die pathologisch-anatomische Untersuchung des Stockhol- 
mer Materials fiihrte beim Vergleich mit den diesbeziiglichen 
Angaben aus Kiel und Umea zu folgenden hauptsachlichen 
Resultaten: 

Im Stockholmer Material beherrschte eine chronische Ga- 
stritis im Bereich der Fundusdriisenzone des Magens, oft mit 
einer Hyperplasie der Lymphfollikel der Schleimhaut (Gastri- 
tis follicularis) verbunden, das Bild. Die akut-entziindlichen 
Veranderungen traten demgegenuber zuruck und waren nur 
in reichlich einem Drittel der Falle zu konstatieren. Bei die- 
sen Fallen machte sich die akute Entziindung nur als ein 
verhaltnismassig geringer Einschlag in dem vorherrschenden 
chronischen Entziindungsbilde (im wesentlichen Infiltration 
polynuklearer Leukozyten in der mittleren Schicht der 
Schleimhaut, an den Driisenhalsen sowie Durchwanderung des 
Oberflachenepithels) bemerkbar. Akute Erosionen waren zwar 
in der unmittelbaren Nachbarschaft des chronischen Ge- 
schvrars haufig, kamen aber in den iibrigen Teilen der 
Schleimhaut bei nur reichlich einem Drittel der Falle, und 
zwar meist sparlich, vor. Lediglich in knapp 15 % der Falle 
waren die Erosionen so zahlreich, dass moglicherweise von 
einer »Erosionsgastritis« die Rede sein konnte. Die Erosionen 
Avaren so gut wie stets oberflachlich. In der Fundusdriisen- 
region waren die entzundlichen Veranderungen viel weniger 
auffallig und auf die Oberflachenpartie der Schleimhaut be- 
grenzt (fast niemals Driisenatrophie). Eine akute Entzun- 
dung kam hier nur bei einem Fall von Magengeschwiir im 
kardialen Teil der Pylorusdriisenzone vor, Erosionen waren 
ganz selten. Auch die follikulare Hyperplasie beschrankte sich 
stets auf die Pylorusdriisenzone. 

Bei die Kieler Material war, laut Beschreibung von Pahl 
und Kalima, das Bild ein ganz anderes. Die akut-entzundli- 
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chcn Venindcrungcn slanden hicr sowohl ihrcr Inlcnsitiit (Icu- 
kozylare Durchsclzung dcr gcsainlen Schlcimhaut) wic ihrer 
Frcqucnz nach viel mchr im Vordergrunde. Akule Erosionen 
Iratcn in 70 % dcr Falle auf, und in 27,1 % wird das Bild 
ais j'lilzerosc Gastritis^ mil ausscrst zahlreichcn Erosionen 
bczeichncl, von wcichen vide lief waren, sogar die Schlcim- 
liautbasis crrcichlcn und nacli Ansichl von Piihl cinen Ober- 
gang zwischon Erosion und akulcm Ulcus darslclltcn. Nach 
Kalima kamcn Erosionen iin Bcrcich dcr Fundusdriisenzone 
in eincm Driltcl der Fsillc vor. 

Bcziiglich dcs Materials von Uined sind die Angabcn iiber 
das paUiologisdi-analoinische Gaslrilisbild schr knapp. Es 
wird allcrdings angegeben, dass bci 24 von 25 Fallen Eilcr- 
korperchen in dcr Schlciinhaul in solchcn Mengen vorliandcn 
waren, dass man die Diagnose ausgesprochen cilrige Gastritis 
slcllcn konnlc. Nichl sciten kaiucn siniliarc Abszcssc« vor. 

Naincnllicli ini Hinblick auf diese Bcschrcibung dcs Ulcus- 
gastrilisbildcs bci dem Material von Umca crschicn es mir 
intcressant, scibst Gclcgcnhcit zur Untersuchung eincs Mate- 
rials von rcsczicrtcn Magen aus Norrland zu crhalten, und 
daniit in dcr Lage zu scin, cinen von dcmsclbcn Untcrsuchcr 
und mil der glcichen Mclhodik angcslclllcn Vergicich zwi- 
schen den Gaslrilisbildern bei cinem Slockliolnicr und cinem 
norrlandischcn Material von ungefahr glcichwcrligcm Uiu- 
fang zu vcroffcnlliclicn. Durcli das frcundlichc Enlgcgcnkoin- 
men des Herrn Chcfarzlcs M. Persson, dcr wiihrend vielcr 
Jabre am Garnisonkrankenhaus in Boden liilig gewesen ist, 
wurdc mir cin Material von 50 rcsczicrtcn Magen zur Ver- 
fiigung gcstclll, wcichc unlcr dcr Diagnose Ulcus chronicum 
venlriculi odcr duodeni opcricrl worden waren. Dcr Grdsse 
nacb ist dieses Material einigennassen niit incinem friilicrcn 
Stockholmer Material vcrglcichbar, welches aus 87 Fiillcn bc- 
stand (die 10 Fiillc von Rcscklioncn bci akul pcrforiercndcni 
Ulcus, wclche dem Stockholmer Material als cin Anhang bei- 
gcfiigl worden waren, sind hicr abgczogen). 

Dieses Material aus Boden ist auch in bezug auf Einheil- 
lichkcit mil dem Stockholmer Material vcrgiciclibar. Wie das 

Acta path. Vol. XX. 3 30 
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letztere enthalt es nicht samtliche in einem bestimmten Zeit- 
abschnitt (bei dem Bodener Material 1933 — 1940) rcsezierle 
Magen, aber hinsichtlich der letzten Jahre ist die Serie ziem- 
lich vollstandig. Er wurde jedoch keinerlei Auslese vorgenom- 
men, sondern nur zufallige Umstiinde haben veranlasst, dass 
einige Resektionspraparate nicht zur Untersuchung gelangten. 
Das Material stammt vorwiegend von in Norrbotten seit jeher 
ansassigen Personen, nur ca. 10 % sind mehr Oder minder 
kiirzlich zugezogen. Etwa zwei Drittel der Patienten gehoren 
zur Arbeiter- oder Bauernklasse, die iibrigen sind Handwerker, 
Angestellte und Personen in hoherer gesellschaftlicher Stel- 
lung. 

Ich babe nicht die Absicht, bier auf das Idinische Bild 
bei diesem Ulcusniaterial aus Boden naher einzugehen, son- 
dern lasse nur einige Angaben iiber in meiner friiheren Be- 
schreibung des Stockholmer Materials beriihrte Umstande fol- 
gen. So findet man zunachst einige kleinere Unterschiede z\vi- 
schen den beiden in bezug auf die Geschlechts- und Alters- 
verteilung, indem das Dberwiegen der Manner und hoheren 
Altersstufen bei dem Bodener Material etwas mehr markiert 
ist. 



Stockholm 

Boden 

s 

80,4% 

89,3% 

? 

19,6 » 

10,7 » 

<20 J. 

1,1 » 

0 » 

20—29 » 

21,8 » 

15,1 » 

30—39 » 

37,9 » 

30,2 » 

>40 » 

39,2 » 

54,7 » 


Die Patienten im letzteren batten im allgemeinen vor der 
Operation 2 oder 3 Ulcuskuren durchgemacht, und die mitt- 
lere Dauer der Anamnese betragt 8,6 Jahre. Bei dem Stock- 
holmer Material war die entsprechende Zahl 7,3. 

Aus Abb. 1 werden die Aziditatsverhiiltnisse in den von 
mir untersuchten beiden Materialgruppen ersichtlich. Den 
Kurven liegen die Gesamtaziditatswerte bei der letzten Be- 
stimmung von der Operation mit Probefruhstiick und iibli 
Cher Technik zugrunde. Die Saurewerte liegen beim Bodener 
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Material etwas tiefer als beim Stockholmer, aber der Unter- 
scliied ist nicht so auffallig wie bei dem entsprechenden Ver- 
gleich zwiscben Material aus deni Maria-Krankenhaus in 
Stocldiolm und dem vori UmeS (s. Tab. 4, S. 351 bei Ringertz, 
Acta pathologica S, 1931). 

28 
26 

Anzdh! 24 
derFdlle 

20 
18 
16 
14 
12 
10 
8 
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4 
Z 

< 50 50-49 50-60 70-89 >90 OesamtaziditSf 
Abb. ■/. 

Bei der pathologisch-anatomischen Untersuchung des Bo- 
dener Materials wurde dieselbe Technik angewandt ivie bei 
meiner fruheren Untersuchung des Stockholmer Materials. Es 
warden also aus den mit Formalin geharteten und meistens 
auf Korkplatten aufgezogenen Praparaten langs der kleinen 
Kurvatur aus der Magenwand Streifen in zusammenhangen- 
den Serien vom duodenalen bis zum kardialen Resektions- 
rand herausgeschnitten. Ausserdem wurden aus der Seite der 
grossen Kurvatur sowohl an der Vorder- wie Hinterseite des 
Magens Streifen entnommen, wobei darauf geachtet wurde, 
dass auch die am meisten kardialwarts gelegenen Teile der 
Fundusdriisenzone erfasst wurden. Die Schnitte gingen ini- 
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mer durch etwa vorhandene chronische Geschwiire und ma- 
kroskopisch sichtbare grossere Erosionen. Im Mittel warden 

aus jedem Resektionspraparat 10 — 20 Streifen von 4 5 cm 

Lange untersucht. Das Material war in Paraffin eingebettet 
Worden und nach Weigert-Hansen sowie mit Hamatoxylin- 
Eosin gefarbt. 

Im folgenden will icb kurz iiber die Resultate der in die- 
ser Weise ausgefiibrten Registrierung des Ulcusgastritisbildes 
beim Rodener Material bericbten und die Befunde im Ver- 
gleicb zum Stockbolmer Material zablenmassig beleuchten. Ich 
kann bereits einleitend erklaren, dass das Bodener Material 
ein mit dem Stockholmer im wesentlichen iibereinstimmendes 
Bild aufweist, also nicbt ein solcbes, wie es sich aus der Boh- 
manssonschen Bearbeitung des geograpbisch ziemlich gleich- 
wertigen Materials von Ume& ergibt. 

Die Verteilung auf Ulcus duodeni und ventriculi ist im 
Stockbolmer und Bodener Material sebr gleichartig, was aus 
der folgenden Tabelle ersichtlicb wird; 



Stockholm 

Boden 

Ulcus duodeni 

72,3 % 

67,8 % 

Ulcus ventriculi 

U,1 » 

26,8 » 

kein Geschwiir*) 

3,6 » 

5,4 » 


Die chronische Enziindung findet man beim Bodener Ma- 
terial in 100 % im Bereich des Zwolffingerdarms und der 
Pylorusdrusenzone. In der Fundusdriisenzone sind die chro- 
niscben Veranderungen geringfiigig (lympbo-plasmozellulare 
Infiltration in der Oberflacbenscbicbt), und im Hinblick auf 
die unbestimmte Grenze zwiscben pbysiologiscbem und ent- 
ziindlicbem Bild kann man keine sichere diesbeziigliche Fre- 
quenzzabl erbalten. Icb babe jedocb den Eihdruck, dass eine 
cbroniscbe Entziindung in der Fundusdriisenzone im Material 
von Boden baufiger ist als in dem von Stockholm; im letz- 
teren begegnet man der chronischen Fundusgastritis so gut 

*) die Dia^ose Ulcus hatte die Operationsindikation gebildet, 
aber weder bei der Operation nocb bei der patliologiscb-anatomi- 
sclien Untersuchung konnte ein Geschwiir festgestellt werden. 
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wie ausschliesslich bei Fallen von Magengeschmir, im erste- 
ren auch bei dem grosseren Teil der Falle von Zwolffinger- 
darmgeschwur. Die hochgradige chronische Gastritis in der 
Pylorusdriisenzone geht oft mit einer erheblichen Umgestal- 
tiing der Arcbitektur der Schleimhaut Hand in Hand. Man 
sieht auf der einen Seite Bilder von Hypertrophic in der Fo- 
veolarschicht, auf der anderen eine Reihe von Bildern einer 
mebr oder weniger ausgepragten Atrophic der Driisenschicht 
mit Bindegewebsneubildung. Ich babe nicht den Eindruck, 
dass irgendein Unterschied im Grade Oder der Frequenz der 
atrophiscben Gastritis bei den beiden Materialgruppen besteht; 
dieser Sachverhalt lasst sich jedocli schwer zahleniniissig be- 
leuchten. Das Pbanomen der Darmepitbelmetaplasie, welcbes 
nacb Ansicbt gewisser Autoren mit der cbroniscben Gastritis 
zusammenbangt, trat in beiden Gruppen mit derselben Fre- 
quens auf: 

Stockholm Boden 

Darmepitbelmetaplasie 48,5 % 48,2 % 

auch in der Fundusdriisenzone 6,2 » 10,7 » 

Bei meiner friiberen Untersucbung des Stockbolmer Ma- 
terials batte icb dort sebr baufig eine Hyperplasie der Lympb- 
follikel der Scbleimbaut im Bereicb der Pylorusdriisenzone 
gefunden, eine Veriinderung, welcbe stets an der Obergangs- 
stelle zur Fundusdriisenzone pldtzlicb aiifborte. Diese sog. 
Gastritis follicularis bildete der Bescbreibung nacb beim Kieler 
Material keinen stark bervorstecbenden Zug; binsicbtlicb des 
Materials von UmeS liegen keine diesbeziiglicben Angaben 
vor. Im Bodener Material kommt diese Veranderung in erbeb- 
licher Frequenz vor. Bei meiner Registrierung des Stockhol- 
mer Materials batte ich solche Falle als Gastritis follicularis 
(G. f.) bezeichnet, bei welchen in ausgedehnten Scbleimbaut- 
gebieten pro Zentimeter Scbleimbaut mebr als 8 Follikel mit 
deutlichem Keimzentrum (langs der Muscularis mucosae ge- 
zahll) gefunden wurden. Als Follikelvermehrung (Foil.) be- 
zeichnete ich eine weniger markante Zunahme der Follikel- 
anzabl; 1 — 2 Follikel pro Zentimeter wurde nicbt als Ver- 
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mehrung betrachtet. Eine Registrierung des Bodener Materials 
nacb demselben Prinzip und Zusammenstellung mit dem 
Stockholmer Material ergibt folgendes: 

G-f- G.f. + Foll. 



Stockholm 

Boden 

Stockholm 

Boden 

Gesamtmaterial 

41,4% 

41,0 % 

58,6 % 

785% 

Ulcus duodeni 

44,4 » 

44,7 » 

61,9 » 

86,8 » 

Ulcus ventriculi 

33,3 » 

40,0 » 

52,3 » 

60,0 » 


Wie man sieht besteht also bezuglich der ausgesprochenen 
Gastritis follicularis eine genau tibereinstimmung der Fre- 
quenzzahlen, wahrend das Bodener Material das Bbergewicht 
hat, wenn man auch leichtere Formen von follikularer Re- 
aktion mitrechnet. Die etwas iiberwiegende Haufigkeit der 
follikularen Reaktion bei den Fallen von Ulcus duodeni ge- 
geniiber denjenigen von Ulcus ventriculi macht sich in beiden 
Materialgruppen bemerkbar. 

Bei meinem Studium der Sachlage im Stockholmer Ma- 
terial fand ich gewisse Belege dafiir,, dass die Frequenz der 
follikularen Reaktion mit steigendem Alter, bei langdauern- 
dem Ulcusleiden (lange Anamnese) und bei hohen Saure- 
werten. zunahm. Das Bodener Material bestatigte diesen Sach- 
verhalt im grossen ganzen. So fiihrt die Aufstellung nach dem 
Alter zu folgendem Ergebnis: 

G.f. + FolL 



Stockholm 

Boden 

20—29 J. 

47,4% 

62,5% 

30—39 » 

50,0 » 

81,2 » 

>40 » 

55,9 » 

79,3 » 

Die mittlere Dauer der Anamnese ist fur 



Stockholm 

Boden 

Gesamtmaterial 

7,3 J. 

8,6 J. 

Falle mit G. f. 

10,0 » 

9,3 » 


■ Hinsichtlich der Verschiebung in Richtung auf hohere 
Saurewerte beim Vergleich einer Kurve fiir das Gesamtma- 



623 


terial mit einer solchen fur die Falle mit follikularer Reaktion 
(vgl. Tab. 5, S. 352 in Acta path. S, 1931) ist allerdings die 
Sachlage beim Bodener Material wenig markant. 

Der Einschlag von akuter Entziindung, welcher die Ulcus- 
gastritis kennzeichnet, hat im Material von Boden im grossen 
ganzen dieselbe Intensitiit wie in dem von Stockholm. Die 
akute Reizung aussert sich in gewssen Fallen als ein ent- 
ziindliches odem mit Erguss von ehveisshaltiger Fliissigkeit 
in das interstielle Gewebe; in Einzelf alien wird fibrinose Ex- 
sudation beobachtet. Das hervorstechendste Zeichen ist eine 
Anhaufung von polynuklearen Leukozyten, welche sich zu 
der interstitiellen lympho-plasmozytaren Infiltration hinzuge- 
sellen. Die Leukozytenanhaufung ist indessen stets eine mas- 
sige, und eine Entmcklung miliarer Abszesse wurde nie be- 
merkt. Meistens erfolgt die Ansammlung in der mittleren 
Schicht der Schleimhaut, in der Hohe der Miindungen der 
Driisen in die Foveolae. Abb. 2 vermittelt einen Eindruck von 
dem stiirksten Grad einer derartigen Leukozyteninfiltration, 
welcher im Bodener Material zur Beobachtung gelangte. Aus- 
ser an den Driisenhalsen sieht man in einer Reihe von Fal- 
len auch an den Gipfeln der Interfoveolarleisten Leukozyten- 
infiltrate. Sowohl hier wie an den Driisenhalsen kann man da 
cine mehr oder minder lebhafte Leukozytenwanderung durcli 
das Epithel beobachten. An gewissen Stellen kann man kon- 
statieren, dass das Epithel hierbei eine degenerative Veriinde- 
rung erlitten hat, welche sich in schlechter Farbbarkeit der 
Kerne und Schwellung der Zellen mit Undeutlichkeit der Um- 
risse derselben aussert. Es ist wohl \vahrscheinlich, dass so- 
wohl die Zelldegeneration als auch der Zustrom von Leuko- 
zyten den Ausdruck einer peptischen Schadigung darstellt, 
und dass wir hier das fruheste Stadium der Erosion vor uns 
haben. 

Die im Bodener Material gefunden Erosionen sind meistens 
ausserst feine Epitheldefekte an den Gipfeln der Inlerfoveolar- 
leisten, mit leichter leukozytiirer Infiltration und von einem 
dunnen »Rauchschleier« aus fibrino-leukozytarem Infiltrat an 
der Schleimhautseite bedeckt (Abb. 3). Ausserdem kommen 
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oberflachliche, aber ausgedehntere Erosionen vor, welche eine 
Anzahl von benachbarten Interfoveolarleistenspitzen oder Zot- 
Icn im Zwolffingerdarm zerstort haben. Derartige Erosionen 
werden oft von Blutungen begleitet (liamorrhagische Erosio- 
nen). Dieser Tj’p ist an der Schleimhaut in der Nahe eines 
chronischen Geschwurs besonders haufig. Nur ganz selten 
wurden im Bodener Material tiefe, die Driisenscliicht der 
Schleimhaut oder die Muscularis mucosae erreichende Ero- 
sionen beobachtet. Die feinen Erosionen kommen sowolil in 
den Furchen zwischen den Areolae als aucli an der Wolbung 
der letzteren vor, vielleicht etwas hiiufiger in den Furchen. 
Eine augenfallige Lokalisationstendenz der Erosionen iiber 
Lymphfollikeln, wie sie z. B. von Kalima angegeben wird, 
war nicht festzustellen. Ebensowenig bilden Inseln von Darm- 
epithel in der Magenschlcimliaut besonders oft den Sitz von 
Erosionen. 

Frequenz und Verbreitung der akuten Entziindung und 
der Erosionen beim Material von Boden im Vergleich zu dem 
von Stockbolm w'erden aus der folgenden Zusammenstellung 
ersichtlich : 


Stockholm 

Boden 

akute Entziindung 

39,0% 

64,3% 

Gesamtfrequenz der Erosionen 

49,6 » 

83,9 » 

1 nur dicht an Ulcus 

15,1 » 

55,3 )> 

davon < nicht nur dicht an Ulcus 

34,5 » 

28,6 » 

[ »Erosionsgastritis« 

14,9 )> 

10,7 » 


Aus der Tabelle geht hervor, dass die Gesamtfrequenz 
akut-entziindlicher Einschlage beim Gastritisbild in dem Bo- 
dener Material lioher ist. Es sei jedoch darauf hingewiesen, 
dass die registrierte akute Reizung meistens ganz gering- 
fiigig ist; nur in 10 Fallen (17,8 %) war sie erheblicher und 
lediglich in 3 Fallen von dem Grade, wie es von Abb. 2 ver- 
anschaulicht wird. 

Bei der Verbreitung der akut-entzundlichen Reizung und 
der Erosionen spielt die Lage des chronischen Geschwurs im 
Zwolffingerdarm oder Magen eine Rolle, was ich bereits am 
Stockholmer Material nachgewiesen hatte. Dasselbe Verhal- 
ten niacht sich beim Bodener Material geltend: 



626 


•ausgedehnte akute Entz. b. Fallen 
•»Erosionsgastritis« h. Fallen v. 


fUlc. 

\Ulc. 

juie. 

lUlc. 



Stockholm Boden 

ventr. 

5^,4 % 

% 

duod. 

34,9 » 

60,5 » 

ventr. 

33,3 » 

13,3 )> 

duod. 

9,5 » 

7,9 » 


Es zeigl sich also, dass die Frequenz sowohl der akuten 
Entziindungen iiberliaupt als auch der akzentuierten Form 
•derselben, welche Erosionsgastritis genannt werden kann, bei 
im Magen befindlichem Geschwiir hoher ist, als wenn dasselbe 
im Zwdiffingerdarm sitzt. 


Zusammenfassung . 

tJber die vorliegende vergleichende Analyse des patbolo- 
gisch-anatomischen Bildes der Ulcusgastritis in Material von 
Resektionspraparaten aus Stockholm und Boden, von dem- 
selben Untersucher mit der gleichen Technik und an in bezug 
auf Grosse vergleichbaren Materialgruppen durchgefuhrt, lasst 
sich zusammenfassend folgendes anfiihren: 

1. Beide Materialgruppen sind einheitlich. Das Bodener 
Material besteht zu etwa 90 % einer in Norrbotten ansassigen 
Klientel, von der rund zwei Drittel zur Arbeiter- oder Bauern- 
klasse gehoren. Das Stockholmer Material setzt sich so gut 
wie ganzlich aus im Stadtkreis Stockholm wohnenden Per- 
sonen zusammen, zum grossten Teil aus der Arbeiterbevolke- 
rung und dem unteren Mittelstande. 

2. Hinsichtlich der Geschlechts- und Altersverteilung 
zeigt das Bodener Material ein etwas starker markiertes Bber- 
wiegen der Manner und hoheren Altersstufen. 

3. Im Material von Boden ist die mittlere Dauer der 
Anamnese etwas langer, die Aziditatswerte sind niedriger. 

4. Die Verteilung auf Ulcus duodeni und ventriculi stimmt 
in den beiden Materialgruppen iiberein. 

5. Die chronisch-entziindliche Komponente im Gastritis- 
bilde lasst in beiden Gruppen in bezug auf Intensitat und Aus- 
dehnung im grossen ganzen keine Unterschiede erkennen. 
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— Acta chir, Scand. Bd. 58, 1925. 
Konjetzny: Zieglers Beitr. Bd. 71, 1923. 

— Zbl. f. Chir. Bd. 52, 1923. 

— Arch. f. klin. Chir. Bd. 129 u. 133, 1924. 
Konjetzny & Puhl: Virch. Arch. Bd. 262, 1926. 
Puhl: Virch. Arch. Bd. 260, 1926. 

— ibid. Bd. 265, 1927. 

Ringertz: Acta Patholog. Bd. 8, S. 323, 1931. 



ABSTRACTS — ANALYSES — REFERATE 

Pierre Cazal: Un nouvel aspect de la medecine tissulaire; Les R6- 
ticulopathies et le syst^me r^ticulo-histiocytaire. Paris, Vigot 
fr5res, Editeurs, 1942, 597 pages, XX plates. 

This comprehensive monograph deals very thoroughly with the 
reticulo-endothelial system which is now extended into the I'eticulo- 
histiocytic system, taking its particular part in the organism. Like 
the blood and the connective tissue, it is ubiquitous, being present 
in all organs. It is to be looked upon as an embryonal tissue, still 
multipotent, constituting an integrating part of the organism. The 
interest in its physiological aspects is now overshadowed to some 
extent by the affections it is subject to: the reticulopathies. 

The first part of the book gives a historical, anatomical and 
physiological survey of the active mesenchyma and its relation 
to the connective tissue, blood vessels and blood, together with its 
varying local distribution, structure and function, depending on 
the milieu (in various organs, nervous system, bone-marrow- etc.). 
Thorough mention is made of the microglia cells, which are now 
interpreted as reticulo-histiocytic elements — a view that finds sup- 
port in the mesodermal origin of these cells and in various histio- 
physiological variations. Their significance in connection with the 
cerebral circulation is connected with the question about the se- 
cretion of the cerebrospinal fluid and the barrier between the blood 
and this fluid. 

Most often the writer cites the theories advanced by various 
authors without taking any definite stand himself. 

The second part deals with the general symptomatology of the 
reticulo-endothelial system, giving a survey of the cellular reactions 
(plasma cells, eosinophil cells) and lesions in various organ systems, 
bones, skin, lymph nodes, nervous system,. etc. The more important 
affections of this system are, in particular, lymphogranulomatosis, 
Boeck's disease, lipoidosis, mycosis fungoides, and the histiomono- 
cytic reticulosis. 
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In discussing the affections of the hypophysis, the writer mentions 
that they may be latent or give diabetes insipidus, e. g., in Boeck’s 
disease and in Schuller-Christian’s syndrome. But the writer is 
hardly right in claiming that diabetes insipidus in Schiiiler- 
Christian’s syndrome is not due to hypophysial changes but to 
compression of xanthomatous osseous tissue. Like the infundibulum 
and the hypothalamus, the posterior lobe of the pituitary is the site 
of choice for the lipoid granulomatosis — as a matter of fact, the 
reviewer has seen this localization in a case of cerebrosid-lipoidosis 
(Gaucher’s disease). 

It is also of particular interest to read the section on cerebral 
localizations of diseases as lipoidosis, lymphogranulomatosis, 
Boeck’s disease and mycosis fungoides, but our conception of tlie 
reticuloses is hardly yet sufficiently settled to justify such a sharp 
classification as presented in the schema on p. 197. 

The third part of the book, which is the more weighty part 
(nearly 300 pages) and of greater practical value to the pathologist, 
deals with the anatomical and clinical aspects of the reticulopathies. 
Here a thorough account is given of many diseases which more 
or less properly may be associated with the reticulo-endothelial 
system in the broadest sense of the term; and rare but often 
significant observations from cases described in the literature are 
pointed out. Besides the diseases mentioned already, this part of 
the book also deals, among others, with angioreticuloses (Fa\Te, 
Kaposi, Schamherg), the histiomonocytic reticuloses, Chauffard- 
Still’s disease, Banti’s disease and Hanot’s disease, amyloidosis and 
benign and malignant reticulomata. 

Schuller- Christian’s syndrome is encountered under the lipoidoses 
as a clear-cut xanthomatosis, and also in the section histiomonocytic 
reticulosis, where cases are cited with secondary transition to li- 
poidosis corresponding to the primarily lipoid-free granulomata in 
the initial stage of cholesterol granulomatosis. 

On the whole, this hook with its comprehensive bibliography 
(giving 988 titles in full) is a most valuable manual on the highly 
topical domains of pathology. 

Gunnar Teihvtn. 


Julius Engelbreth-Holm: Leukemia in Animals. 

206 pages. Oliver & Boyd. Edinburgh-London 1942. 

This hook was uTitten at the request of the Lady Tate Memorial 
Trust, and undoubtedly will fulfil its mission as a survey of the 
results obtained by research in leukemia till the years round the 
outbreak of the war in 1939. 
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It contains the following main sections: 1) introduction, 2)* 
spontaneous leukoses, 3) hereditary leukoses, 4) experimental leu- 
koses, and 5) nature of animal leukoses. 

In an excellent English, which reproduces accurately the shades 
in the Danish tongue, the writer gives an extraordinarily lucid 
information about these subjects and their numerous subdivisions, 
often based on personal experiences. The works of other authors 
are always mentioned in a most loyal manner, sometimes witli 
a discreet reservation about their acceptance expressed gently in 
the pointing out of established facts. Not infrequently the author 
illustrates his statements with experiments carried out by himself' 
— which makes his book more valuable as he carefully distinguishes 
between his arguments of discussion and his experimental findings 
which he by no means favorises. This is evident from the mention 
of Engelbreth-Holm Frederiksen’s experiments on cell-free trans- 
mission of leukosis in oxygen-free atmosphere, p. 116. 

The strictly logical way of presenting the subject, especially in 
the first section of the book, makes merely the greater prohlcms 
conspicuous. In return, the more reviewing parts of the hook, 
comparing and correlating the results obtained by various in- 
vestigators, will prove a source of inspiration to the student of 
this subject. 

The conception of the leukoses as malignant tumors has an 
ardent advocate in the author. Still, it appears to the reviewer 
as if the similarities between the two groups of diseases perhaps 
are emphasized somewhat more strongly than the differences. Thus, 
it is to be mentioned that by cultivation of leukotic cells in vitro 
Bichcl did not — as might have been surmised from the book — 
find the leukotic cells to grow infiltratively )>like tumor ccns«. For 
that matter, it seems a little categorical when it is stated that 
Bichel was unable to obtain a pure culture of leukotic cells. These' 
cells could be cultivated only on the stroma of fibroblasts, it is 
true, but as these fibroblasts were derived from chicken and the 
leukotic cells from mouse, the result appears practically to be a 
pure culture obtained through heterologous symbiosis. 

Concerning hctcrotransplantation it says on p. 53: ».... the 
heterologous transplantation of neither leukemic nor other kinds 
of neoplastic tissue can be expected to be successful«. But on p. 144 
it says: the heterologous transplantation of mouse leukemia 

into rats may be attained in this way«. (Also this difference be- 
tween leukosis and tumors — which presumably is due only to thC' 
requirement of a stroma for the latter — might perhaps have been 
emphasized more.) 

But when mention is made of small inaccuracies as these it. 
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/FJJ03/ THE UNIVERSITY INSTITUTE OF HUMAN GENETICS 
.\Nn THE niOLOGICAL LABORATORY OF THE LEO CHEMICAL 
M'ORKS, COPENHAGEN.) 


EFFECT OF GONADOTROPIC HORMONES 
IN THE MALE ORGANISM. 

r. 

Hy Taiff Kcmp^ Kaj Pcdrrscn-Ujrrfjonrd (L Uollrrup Madsoi. 

(Roceivod foi* jHihlicatiou January 31s(, 

When, in 1926, the pituitary gonadotropic hormones were 
discovered, it was realized at once that they were of superior, 
sexually unspecific, nature. At first, however, investigation 
into their effect was chiefly limited to the female organism. 
Soon after, it was found that substances with a similar effect 
could he formed also in tissues or organs other than the 
pituitary body, especially in chorionic epithelium. 

In the pituitary two gonadotropic hormones are produced: 

1. Tlie follicle-maturing or follicle-stimulating hormone (FSH) 
whicli also is called the gametokinetic hormone, because of its stim- 
ulating effect on the gametes: the ovarian follicle (ovum and 
granulosa) in the female organism and the germinal epithelium in 
tlic male. It promotes the production of estrogen in the ovary, pos- 
.sibly in the testis too, and perhaps also a special, still obscure, 
hormone in the seminiferous tubules. 

2. The luteinizing hormone (LH), acting chiefly on the connective 
tissue elements of the gonads: cells of the theca folliculi in the ovary, 
and the interstitial cells of the testicle, the growth of which cells is 
stimulated. Further, this hormone also induces luteinization of the 
granulosa epithelium of mature and ruptured ovarian follicles. It 
promotes the production of corpus luteum hormone and androgen 
(testosterone), respectively. 

FSH is hardly able by itself to induce ovulation, which process 
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fully till we have at our disposal a preparation which contains 
no LH, but sufficient amounts of FSH. 

As in animal experiments it is difficult to distinguish 
between the effects of FSH and LH on the ovary, which 
hitherto has been emplo 5 ^ed exclusively^ for biological stan- 
dardization of the gonadotropins, we found it desirable also 
to analyze more thoroughly the effect of these hormones on 
the testis, which lias proved more suitable for this purpose. 

After ZondeJi had shown the gonadotropic hormones to he sexual- 
ly unspecific, he and several others investigated first tlieir effect 
on the ovary tlioroughly. But, alrcadj" in 1928, Stcinach & Ku7} 
demonstrated that CliG has a stimulating effect on the interstitial 
tissue of the testicle and on the secondary sex characters. In 1930 
Bocters reported tlio first fairly comprehensive and sj^stematic 
studies on the effect of the gonadotropic hormones in the male 
organism. He found that these hormones produced a marked in- 
crease in tliG weight of the gonads; he also demonstrated tliat the 
vat is more sensitive to their action than is the mouse. In the 
following years these findings were confirmed by many authors. In 
ld3\ Smith, Engle S: Tyndalc emphasized the gametokinetic action of 
FSH in hypophyscctomized infantile males; and they also pointed out 
(hat ChG acts in particular on the interstitial tissue. Finally, these 
authors reported as the result of their experiments that the inter- 
stitial tissue alone produces the male sex hormone. Evans and 
collaborators arj-ived at a similar result and stated that distinction 
has to be made betM’ccn two separate gonadotropins; one with 
garnet ogenetic activity, stimulating the production of male germ 
cells, and another which stimulates the production of testicular 
hormone. These findings u’cre confii'nied hy Kemp (1938) on mice 
with pituitary dwarfism. In 1939 Fcvold gave a method for se- 
paration of FSH from LH in pituitary extract from sheep; on the 
basis of Ids experimental findings he asserted that it is the same 
substance which gives luleiuization in the ovary and growth of 
the interstitial tissue in the testis. 

vStill, no quite thorough and systematic investigation of 
the question has not been presented yet. For this reason, we 
have taken it up for further study. In our experimental studies 
on the effect of gonadotropic hormones on the testicle the 
following preparations were employed: 

1. Chorionic gonadotropin in tire form of Physex (Leo), 
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which is purified so that it contains about 30,000 ]. U. per i> 
(addition of lactose). 

2. Serum gonadotropin in the form of Ante.x (Leo) which 
is purified so that is contains about 20,000 I. U. per g (addi- 
tion of lactose). It is a mixture of FSH and LH. 

3. Equine pituitary extract (EPF), containing mostly LH, 
so that 1 mg produces luteinization in the rat ovary. 

4. Castrate gonadotropin (CIG) obtained from the urine 
of climacteric women, containing mostly FSH, so that 1 mg 
nearly doubles the ovarian weight in infantile mice and in- 
duces estruation in 50 % of the animals. 

Thus four different hormonal preparations were employed, 
two of which (No. 1 and 3) contained pure or almost pure 
luteinizing hormone, obtained respectively from chorionic tis- 
sue and from the pituitary. The preparation No. 4 contained 
chiefly FSH, but also a little LH; and No. 2 contained a mixture 
of FSH and LH. 

These preparations were tried out on the following groups 
of animals. 

1. Infantile male rats, 10 and 20 days old. 

2. Hypophysectomized male rats, about one month and six 
months after the hypophysectomy. 

3. Male mice with a hereditary defect of the anterior 
pituitary lobe. 

The results of the experiments are recorded in Tables 1 — 3. 

In estimating the testicular changes, the organs of treated 
animals were always compared with the organs from the cor- 
responding controls. In the tubules the number of cell layers 
was counted, and the process of spermatogenesis was esti- 
mated. The hypophysectomized animals which were not treat- 
ed till about half a year after the operation presented merely 
Sertoli cells in the tubules — or almost only such cells. The 
infantile animals showed also spermatogonia; with advancing 
maturity the number of cell layers was increased — - up to 
about 10 — and when spermatogenesis took place, their num- 
ber decreased again, leaving a wider or smaller lumen in the 
tubule. At the same time, more mature germ cells were seen: 
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spermatocytes, prespermatids, spermatids, and fully developed 
spermatozoa. In the tables, »+ spermiogenesis« is recorded 
onlv on observation of mature spermatozoa. The number 
of Levdig cells is reckoned by rough estimate, and the pre- 
sence of colloid between these cells is recorded too. 

Chorionic gonadotropin has a distinct effect in all the 


Table /. Infantile Rats, 


No. of 
ani- 
mals 


A{jc in days al 
begin, and end 
of exp. 


Prepa- 

ration 


Dosage 


Testi- 
cular 
weight 
in mg. 


Number of 
layers in 
liibides 


Speriniogcne- 

sis 


Lcydig cells 


1 

1 

1 

I 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

2G 

2G 

2G 

2G 

Control 

ChG 

SG 

ChG 
+ SG 

50UX15 

50UX15 

SOU 

+50UX15 

105 

242 

368 

334 

3—4 

3—4 

5 — 6 

5 — 6 

— 

( + ) 

+ + 4- 

+ + + 


5 

10 

31 

Control 


132 

4—5 

— 

(+) 


.5 

10 

31 

ChG 

100UX20 

377 

7—8 

— 

+++ 


5 

10 

31 

SG 

100UX20 

587 

5— G 

— 

"f + + 








-f lumen 



0 

5 

10 

31 

ChG 

100UX20 

453 

5 — 6 

— 

-f ( 4- ) 





+SG 



-Mumen 



:l 

2 

20 

3G 

Control 
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5—6 

( + ) 

(+) 

:] 

2 

20 

3G 

ChG 

sou X 15 

582 

5 — G 

— 

4" ~h 

0 

2 

20 

36 

SG 

200UX1S 

712 

7—8 

+ ( + ) 

-f + 

a 

2 

20 

36 

ChG 

SOU 

562 

7—8 

+ + ( + ) 

+ +(+) 





-fSG 

+200UX15 






0 

20 

41 

Control 


380 

6—7 

+ ( + ) 

(+) 

i 

2 

20 

41 

ChG 

SOU X 20 

710 

6—7 

+ ( + ) 

+ + + 

i 

2 

20 

41 

SG 

200UX20 

7G1 

7—8 










-f -Miinicn 

+ + + 

1- ~f- 1 4* 1 

i 

2 

20 

41 

ChG 

SOU 


7—8 







+ SG 

+200UX20 

844 

-f lumen 

+ "f 

+ + (+) 


10 

10 

2G 

Control 

as Exp. 1 

105 

3— i 



( + ) 


10 

10 

2G 

KPE 1 

:2,5mgX15 

25S 

4 — 5 

— 

+ + 

.i 

10 

10 

2G 

KPC 25 mgX15 

322 

3—4 

— 

4- 4~ + ^) 










+ + lumen 



(1 

10 

10 

26 

Control 

as Exp. I 

105 

3-4 



(+1 

(i 

1 

10 

26 

CIG 

5 mg X 15 

CO 

7—8 

+ (+) 

. (+) 

11 

1 

10 

26 

CIG 

20mgX15 

524 

7—8 

+ + 

(+) 
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Table 2. Hupophi/sccinmlzcd IUiU\ 


c 

y. 

y 

No. of 
animals 

Prepara- 

tion 

nosajjc 

Testi- 
cular 
weight 
in ing. 

Number of 
layers in | 
tubules ! 

Spermiogene- 

sis 

Leydig cells 

7 

0 

CliG 

50UX20 

213 

3—1 

— 

4- -^4- 

7 



Control 


81 

1 2 

— 

(-) 

7 

2 

SG 

50UX20 

031 

0—7 

(+) 

4-4- 

7 



Control 


100 

1—2 

— 

{-) 

7 

1 

ChG 

bOU 

013 

8—10 

(+) 

4' 4~ 


+ SG 

+r)0UX20 





7 


Control 


121 

1—2 

— 

(-) 

7 

1 

CliG 

lOU 

219 

4 — 5 

— 

4-4- 


+ SG 

+ 10UX10 





7 

— 

Control 


91 

1—2 

— 

(-) 

8 

7 

Control 


07 

1—2 

— 

(+) 

8 

1 

ChG 

oOUXlO 

102 

2-3 

— 

4-4-4- 

8 

2 

SG 

200UX10 

117 

1—5 

(+) 

4- 4- 

8 

2 

CliG 

bOU 

242 

3—4 

__ 

4-4- 


+ SG 

+ 200UX10 





9 

1 

ChG 

b0UX20 

403 

1— b 


4-4--h^) 

9 

1 

Control 


171 

2—3 

— 

{+) 

9 

2 

SG 

50UX20 

558 

7—8 

+ (4-) 

++') 

9 

2 

Control 


117 

2—3 

— 

(+) 

9 

0 

ChG 

bOU 

512 

b— 8 

( + ) 

++■■) 


4-SG 

+ b0UX20 





9 

2 

Control 


139 

2—3 

— 

{+) 

10 

2 

EPE 

25ingXlb 

372 

3—4 

— 

++{+) 

10 

2 

Control 


163 

2—3 

— 

(+) 

It 

1 

GIG 

2b ingXlb 

250 

3— 4 (lumen) + (-f) 

(+) 

11 

1 

Control 


no 

3—4 

— 

(+) 

11 

1 

CIG 

50 mgX20 

310 

0—7 (lumen) 4- + 

+ (+) 

11 

1 

Control 


152 

4—5 

— 

(+) 

■ 
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G Dwarf Mice, 




No. or 
animals 


' 1 
1 

Dosage 

Testi- 
cular 
weight 
in mg. 

Number oF 
layers in 
tubules 

Spermiogciic- 

sis 

1 

) 

I Leydig cells 

1 

12 

3 

Control 


29 

1 

CO 

4- 


12 

2 

ChG 

50UX10 

29 

3—4 

+ 

4-4- 

12 

2 

SG 

200UX10 

34 

G-7 

4-4- 

4- 


+-f Colloid between Leydig cells. 
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groups of animals examined. In the infantile rats, 10 days 
old, it has practically no influence on the seminiferous tubules, 
and no evidence of spermiogenesis is seen; but the Lcydig cells 
develop enormously, so that the tubules appear as scattered 
islands in the interstitial tissue, the greater part of which 



Testis of hypophysectomizccl rat, treated with chorionic gonado- 
tropin, 50 I.U. daily for 20 days. 

consists in characteristic epitheloid Leydig ccHs, with inter- 
cellular colloid in a few areas, and scanty connective tissue 
with a rather plentiful supply of blood vessels. In somewhat 
older infantile animals the effect of ChG on the tubules is 
more distinct, the cell layers numbering 7—8; but no spermio- 
genesis is seen. In these animals, too, the effect on the Leydig 
cells is enormous. Complete spermiogenesis is seen first when 
the animals on autopsy arc 41 days old; and then it is not 
more pronounced here than in the corresponding control. 

In hypophyscctomized rats the testes undergo a marked 
atrophy, somewhat depending on the lenglit of lime that has 
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passed since the hypoj)hysccloniy. The luhules arc lined merely 
will! one or hvo layers of c]nlhelial cells, l)cl\vccn which a 
scanly conncclivc tissue is seen to contain hut exceedingly 
few characteristic Leydig cells. Administration of ChG gives 
a great increase in the testicular weight: in 20 days, from 84 



I'i'.l- 4. 

Testis of infjintilc rat, 10 djiys old. Ireati'd with .'>0 I. LI of serum 
KOlindotropin dailj' foi* IT) days. 

lo 2\l\ mg. 1'lic lul)iilns arc affoclcd but lillk' or nol al all, 
and Ihc Irehling of the loslicular weight here ol)serve(i is due 
practically lo the hyj)crlropliy of the lA'vciig cells alone, be- 
tween which many interstices are filled with colloid. 'Phe 
dwarf mice show a similar effect; marked stimulation of the 
interstitial tissue. 

Senun {fonadotropin, loo, has a very characteristic effect 
on the testis in infantile as well as hypophyseclomizcd rats. 
I he increase in testicular weight produced by SG is even more 
striking than the one produced by ChG. I3ut the effect of SG 
is of a more complicated nature than that of ChG, especially 
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in older infantile animals and also in liypophysoclomizcd rats 
which are given the treatment within a relatively short period 
after the operation. In the 10-day-old rats no complete sper- 
miogcncsis can be produced with SG given for 15 or 20 days. 
Distinct spermiogcncsis may he induced by SG only in animals 



Fuj. 5. 

Testis of infantile rat, 20 clays old, treated with 200 I.U, of serum 
gonadotropin daily for 20 days. 

which are so old that also the untreated controls at the same 
age show a suggestion of spermatogenesis; and yet no mature 
spermatocytes appear in these animals. The increase in the 
size of the testis is due in part to growth of the tubules, which 
l)ecomc lined with several layers of cells and — in contrast 
to the controls — often have a large lumen. At the same time, 
the Leydig cells undergo a hypertrophy that is almost just as 
pronounced as on treatment with ChG. 

The hypophyscctomized animals present a similar effect 
from treatment with SG. The increase in the weight and size 
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of the testis is colossal, up to 5 — 6 limes the initial size. The 
tubules grow considerably and become lined with 8 — 10 layers 
of cells — in contrast to 1 — 2 layers in the controls. When 
the treatment is instituted as late as 6 months after hypo- 
physectoiny, liowevcr, no quite mature spermatocytes can be 




Icstis of hyiiophyscctoinized rat, treated witli serum gonadotropin, 
50 I.U. daily for 20 days. 


produced, whereas the jiroduclion of mature s])ermatocytes 
may be obtained with this treatment when it is given within 
a considerably shorter period after the operation. The Leydig 
cells, on the other hand, arc stimulated very strongly, almost 
to same extent as on administration af ChG. This fact is an 
additional proof that SG contains follicle-stimulating hormone 
as well as lulcinizing - — and perhaps even more of the latter. 
For small doses of SG produce a relatively stronger stimula- 
tion of the Leydig cells than of the seminiferous tubules. In 
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physectomized male rats treated with this preparation show 
a marked increase in the testicular weight — up to lour or 
five tunes the control weight — and the stimulation involves 
predominantly the tubules, which become lined with many 
layers of cells, and a lumen appears in the tubules together 



Fig. S. 

Testis of hypophysectomizecl i‘at, treated with climacteric gonado- 
tropin, 50 mg. daily for 20 days. 

with distinct spermiogencsis. The Leydig cells, on the other 
hand, are affected but little by this treatment, even though 
they are somewhat more developed in the treated animals 
than in the controls of the same age. 


Comments. 

The experiments here reported liavc given some very con- 
sistent results: 


They strongly support' the view that chorionic gonado- 
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tropin contains only luteinizing hormone and no follicle-sti- 
mulating hormone. In very young animals ChG stimulates only 
the Leydig cells, whereas the tubulus remain quite unaffected 
by the treatment — or their development is even inhibited 
by the enormous increase in interstitial tissue. In liyi)o- 
physectomized animals the effect of ChG is also limited to the 
interstitial cells exclusively. When somewhat older infantile 
animals shows a distinct effect on the tubules under this treat- 
ment, this phenomenon undoubtedly is due entirely to the 
circumstance that the FSH production of the pituitary in such 
animals is increased. Obviously, then, it is quite useless — 
or perhaps even injurious — to employ ChG in the treatment 
of men for sterilitj'- from azoospermia. On the other hand, 
this hormone gives a very strong stimulation of the hormonal 
production from the Leydig cells, i. e., a greatly increased 
androgen formation in the oi-ganisni — as is also manifested 
by accentuated development of the secondary sex characters. 

Serum gonadotropin has essentially a similar effect on the 
testis as exerted by chorionic gonadotropin. It induces a very 
considerable growth and increased functional capacity of the 
interstitial tissue together with a corresponding development 
of the secondary sex characters. But, in addition it has also 
a stimulating effect on the seminiferous tubules. In very young 
animals and in animals hypophysectomized long before the 
treatment, however, it is not able to produce complete spermio- 
genesis; and it cannot be excluded that the intense growth of 
the interstitial cells has an inhibitory influence on the tubules. 
In somewhat older infantile animals, in which the tubules 
have already attained a certain degree of development, it has 
a more pronounced effect, not only on the interstitial tissue 
but also on the tubules, in which complete spermiogenesis 
now appeal's under this treatment. 

Serum gonadotropin contains a mixture of FSH and LU 
in unknown quantitative proportion, and hence Us clinical 
effect will always be uncertain. In lesions involving complete 
abolition of the FSH production, SG may hardly be expected 
to have any favorable effect; but it cannot be excluded that 
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its employment may prove useful in morbid conditions in- 
volving merely a hj’poproduction of FSH — e. g., secondary 
amenorrhea and transitory sterility. On the other hand, the 
administration of SG may not be expected to have any in- 
fluence on a sterility resulting from primary azoospermia. 

A combination of ChG and Sg may hardly offer any 
advantage, as sucli a preparation has essentially the same ef- 
fect as SG alone. 

While the therapeutic significance of SG, which is a mix- 
ture of FSH and LH, thus is rather limited, there can he 
no doubt that a preparation containing FSH alone would prove 
very valuable in the clinic. This is plainly evident from the 
experiments with climacteric gonadotropin, by means of which 
it was practicable in quite young animals to produce complete 
spermiogenesis, while the Leyctig cells were stimulated only 
in a moderate degree. 

Recently Tornblom, in Sweden, has claimed that two hor- 
mones are formed in the testis: one under influence of LH 
from the Leydig cells, another under influence of FSH from 
the tubules. The latter, he thinks, maj' possibly he estrogen 
(ocstradiol) ; and, according to his findings, this hormone 
presumably has a favorable effect in hypertrophy of the 
prostate, which is affected in a similar way by the hormone 
of the Le3'dig cells. Accordingly, it would also he of great 
value in dealing with hj'pertrophy of the prostate to have 
available a pure preparation of FSH. According to the more 
recent investigations, on the whole, it seems highlj' probable 
Ihat, through their different effects on the testis, FSH and 
LH difler also in their effect on the secondarj’ male sex char- 
acters. Studies on this question will be published subsequently’. 

II would be particularly desirable, then, to be able to 
manufacture a preparation containing FSH atone. Such a pre- 
paration might conceivably he obtained in various ways: it 
might he made from climacteric urine, or it might he obtained 
by clca\age of scrum gonadotropin, so that this preparation 
was I reed from its LH content and thus consisted of FSH 
alone. Experiments with these and other possibilities are now 
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FBOM the state serum institute, COPENHAGEN 
(DIBECTOR: J. 0RSKOV, M. D.) AND THE 
UNIVERSITY INSTITUTE OF PATHOLOGICAL ANATOMY 
(CHIEF: PROFESSOR J. ENGELBRETH-HOLM, M. D.) 


experimental studies on the role of 

PLASMA CELLS AS ANTIBODY PRODUCERS 

By M. Djornehoc and //. Gorinscn. 

(Received for publication Sept. 22nd 19i2). 

Numerous invcsligalors have tackled the problem: Where 
in the organism are the antibodies formed? The results of 
such studies are far from being consonant, falling largely into 
three groups, as antibodies arc assumed to be formed either 
1) by the reticulo-endolhclial system — in the stricter sense 
of the term or, especially, in the broader sense (the macro- 
phagocytic system), 2) by lymphatic cells, or 3) by plasma 
cells. 

By far the most investigators think the antihodj" formation is 
pscrihable to tlic rcticulo-ondothclial system (for reviews of the 
literature on this subject, see, for instance, .Taff^,^*'* Biding,- Sabim"- 
and Kallos^^T 

The theories holding that the reticulo-endothdial system pro- 
duces antibodies are founded in part on experiments with blockage 
of this system (witli colloids and suspensions) or its destruction 

(/m by means of colloidal copper (Jancso^^)), in part on experi- 
ments with antibody formation in tissue cultures of tissue rich in 
reticulo-cndothelial elements. Finally, the hypotheses are based on 
observations under immunization of proliferation in various organs 

Supported by grants from P. Carl Petersens Fond and Miss P. A. 
Brandts Legat. 
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of cells that are assumed to belong to the reticulo-endothclial 
system. 

As to the first-mentioned experiments, the blockage and tissue 
culture, the results are even extraordinarily conflicting. 

In immunizing experiments with a colored protein which could 
be observed directly in the phagocytal elements, Sabin^^ 
that at the same time as the colored substance disappeared from 
the cells the experimental animals showed a commencing ap- 
pearance of antibodies. Simultaneously the author observed a de- 
tachment of tlie ectoplasm fi'om the macrophages, and she thinks 
from this that it is safe to conclude that the pliagocytal elements 
arc antibody producers, which are also assumed to form the normal 
serum globulins. 

Concerning the above-mentioned second theory — that the 
Ij'mphatic cells are the antibody producers — a compreliensive 
work has been published by Rich, Lewis & Wintrobe-^ (with a 
review of the literature). The authors, who immunized the animals 
with foreign protein, examined in tissue cultures the cells that 
proliferated in the spleen, which showed considerable hyperplasia. 
Besides proliferation of plasma cells, the authors observed especially 
proliferation of large mononuclear cells ()>the acute splenic tumor 
cells«) which the authors thought they were able to identify as 
lymphatic elements because of their particular way of moving 
about in the tissue culture preparations; and the authors arrived 
at the conclusion that l3TOphatic cells are to be regarded as anti- 
l)od3’' producers. 

In support of the last-mentioned theoiy — that plasma cells 
are antibody producers — only a very few experimental studies 
have been published so far. The hypothesis that plasma cells might 
be associated with processes of immunization has been advanced 
by many authors on tlie basis of pathologic-anatomical observa- 
tions (e. g., Huebsmann,^^ Klein-^). In sternal punctates Gormsen^ 
was able to demonstrate a proliferation of plasma cells in lesions 
associated with hyperglobulinemia (infections, agranulocytosis, 
serum sickness (Gormsen & Heintzelmann^®) and other morbid 
conditions), affording clinical evidence in support of the liypolhesis 
about plasma cells as antibody producers. 

Additional evidence is presumably to be found in the observa- 
tion reported by Mas y Magi’o"-^ of plasma cell proliferation in the 
organism under experimentally produced anap)i5dactic reactions. 

In rabbits Kolouch-- demonstrated an increase in tlie plasma 
cell content of the bone marrow running parallel with a rise in 
the antibody titer against streptococcus viridans. Finally, in a pre- 
vious paper mentioned below, dealing with histological changes 
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in rabbiO imimniizecl wifli polyvalent pncuniococcus vaccine, wc 
liavc observed a massive plasma cell proliferation in a consider- 
able number of organs, coincident with a marked antibody ])ro- 
diiction. 

The observation of plasma cell proliferation in the organs, in 
particular, the spleen, during immunizing processes has been re- 
ported previously by other authors — for instance, hy Azzi,^ Rich,-^ 
Ilicli, Lewis & Wintrohe,"^’ and Miller"" in a work on changes in 
organs under immunization with tuherculo-protcins. 

In a previous preliminary rep or t. " as mentioned, we gave an 
account of the observation of an enormous jilasma coll prolifera- 
tion in the organs, especially tlic spleen, of rabbits in which a 
considerable degree of hypcrglohiilinemia was jiroduccd after liie 
inetliod given by Bjorneboe;* By intensive intravenous immunization 
>Yith several pneumococcus types simultaneously in these experi- 
mental animals practically all the globulin (mcasui’cd after Howe's 
method) was antibody protein, and we concluded that (he plasma 
cells arc most likely to play an important role in the antibody 
production. 

In the present paper an account will be given oi* an c.\- 
tension of the abovc-nicnlioncd serologic-histological sludics^h ' 
on highly immunized animals. The aim of the present 
studies has been on a large material and with employment of 
various kinds of antigens — bacterial and non-baclcrial — and 
various species of animals to test the hypothesis about the 
role of plasma cells as antibody producers and try to elucidate 
whether the correspondence l)etwccn experimentally produced 
hyperglobuHncinia and plasma cell proliferation is a constant 
phenomenon. 

The results of the serological studies in the experiments 
to be reported here have been published already," and hence 
the serological findings will not be discussed in detail here; 
they will merely be mentioned to the extent required for il- 
liislralion of the experiments and for the conclusions con- 
cerning the relation between hypcrglobulincmia (on the basis 
of antibody protein) and plasma cell proliferation which wc 
Ihinlv wc are able to draw from our observations. 

As in the preceding work wc liavc employed a special 
Iccliniquc in the immunization of the animals, namely: inten- 

‘^l • 
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sive intravenous immunization with several different antigens 
simultaneously. As the production of antibody protein wUhin 
certain limits is proportional to the number of antigens 
employed, this immunizing technique will result in quite 
considerable antibody concentrations. 

The experiments were carried through with this im- 
munizing technique for the following reasons : With the tech- 
nique ordinarily employed in serological studies — injection 
of a single antigen, and only a few injections — the antibody 
concentration of the blood, measured as protein concentration, 
is very slight. At the most it represents merely a few percent 
of the total serum protein concentration. With the technique 
here employed the antibody concentration may rise to values 
amounting to about 70 % of the total protein concentration. 
Supposing that the antibody-producing cell system proliferates 
with increased production, such proliferation would presum- 
ably be difficult to ascertain on ordinary immunization, 
whereas it would be reasonable to expect a considerable and 
easily observable proliferation on employment of the technique 
adopted for the present studies. 


Outline of the Experimental Plan. 

In the main experiment a large uniform group of rabbits 
were immunized with polys'alent pneumococcus vaccine. Du- 
ring the immunization, at regular intervals a rabbit was bled, 
killed and autopsied. The serum and organs were then c.\- 
amined chemically and histologically. In two subsequent small- 
er experimental series the immunization was carried out with 
poljwalent Salmonella vaccine and with a mixture of foreign 
proteins. These three experiments thus elucidate the antibody 
production in immunization with Gram-positive cocci. Gram- 
negative rods, and dissolved protein antigens. 

Finally, a few supplementary experiments have been car- 
ried out in order to elucidate particular features of the im- 
munization : immunization with monovalent vaccines (pneumo- 
cocci and Pfeiffer bacteria), the significance of the spleen to 
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Ihc antibodj' production, and the local skin reaction after 
iiitradennal injection of the antigen. Furlhcr, the question has 
been looked into whether it possibly might he a foreign body 
effect of the bacteria that gave rise to the plasma cell proli- 
feration, some rabbits being examined histologically after 
lunncrous intravenous injections of India ink. 

Further, we have looked into the question whether the 
appearance of the plasma cells might be secondary to the 
liypcrglobulinemia. Passive hyperglohulinemia was produced 
by intravenous injection of rabbit globulin, and then the or- 
gans were examined for plasma cells. 

Finally, we have tried to reproduce our experimental re- 
sults in another species besides rabbits, namelj", on guinea- 
pigs. But, in spite of nvuncrous intraperitoneal and a few intra- 
venous injections of polyvalent ])neumococcus vaccine, we did 
not succeed in producing a measurable antibodj' formation 
the guineapigs nor in producing any rise in scrum globulin 
in these animals. 


Dclails of Ihc Expevimenlal Plan. 

A. I in in u n i z a t i o n w i t h Polyvalent P n c u m o- 
coccus a c c i n e. 

'Hiis experiment was carried out with 50 rabbits of the 
breed of the State Scrum Institute (race: white Danish coun- 
try rabbit). At the commencement of the exiierimcnt the 
rabbits weighed 2000 — 2100 g. and were 8 — 10 weeks old. 
During the experimental period Ihcir diet consisted in beets, 
hay and a little oats. Of these rabbits 40 (Nos. 2052— -2091) 
were imiminized, while 10 acted as controls (2042 — 2051). 
The pneumococcus vaccine consisted in a mixture of equal 
parts of Types 6, 9, 11, 13, 15, 17, 22 and 23. The vaccine 
was prepared as given by Kauffmann, Bjorneboe & Vam- 
niciF® and stored at 4" C, with addition of 0.01 % mcr- 
thiolate. The density of the vaccine was about 10" per cc. 
The initial dose of this vaccine was 2 cc. and all subsequent 
doses were 4 cc. By mistake, however, on the 15’ day an 



octuple dose was given: 32 X 10^‘ pneumococci. The injec- 
tions were given into the car vein every other day at 0 10 

a. m. In order to follow the serological and anatomical chan- 
ges from the very beginning of the immunizing process to 
the climax that might be reached with the immunizing tech- 
ni(jue hei c employed, an animal was hilled, at first cverv 
day, later at intervals of a few days. Thus the immunizing 
process has been followed from 5 hours after the first injec- 
tion to the 82' day. Finally, 3 animals were examined after 
92 days’ immunization plus a pause of 57, 80 and 111 days 
respectively. 

The animals were examined in the following way; First 
they were weighed. Then they were killed by total bleeding 
under ether anesthesia, by division of the carotid artery. 
Autopsy was performed in the afternoon, between 14 and 15 
o’clock. The weights of the liver and spleen were recorded, 
and blocks of tissue were taken from various organs for 
microscopic examination. 

Altogether 9 animals died during the immunization: 1 on 
the 6’ day of immunization, 1 on the 15’, 2 on the 16’, 1 on 
the 25’, 1 on the 27’, 2 on the 34’ and 1 on the 35’ day. In 
all nine cases the death occurred within the first 24 hours 
after the last injection of vaccine, as a rule at least 12 hours 
after the injection, under increasing general debility. 

The controls were bled and autopsied at points of lime 
that were distributed equally over the entire experimental 
period. 

B. Immunization with Polyvalent Salmon- 
ella Vaccine. 

For this experiment we employed a vaccine*) consisting 
of a mixture of equal parts of the following Salmonella cul- 
tures: Salmonella senftenberg, S. hvittingfoss, S. aberdecn, S. 
Idrkee, S. cerro, S. poona, S. onderstepoort and S. urbana. 
These Salmonella types were selected because they all differ 


*) The vaccine was kindly furnished us hy Dr. F. Kauffmann. 
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as to 0 antigens. The cultures were grown on agar plate, 
suspended in saline and killed by addition of formalin. Be- 
fore immunization, the vaccine was diluted to a density of 
about 1.4 X 10'’ per cc. 

The experiment was carried out on 10 rabbits of the above- 
mentioned breed, 7 of them were immunized (Nos. 8 — 10, 
12 15), while 3 served as controls (Nos. 1 — 3). 

The weight of the animals at the commencement of the 
experiment was 2800 — 3000 g., their age was 8 — 9 months. 
Their diet consisted in beets, grass and a little oats. The 
animals were given an intravenous injection of vaccine every 
other day, commencing with a dose of 0.02 cc. and then 
doubling the dose at each injection till it reached 2 cc. This 
dosage was then maintained for over 2 months. Each animal 
thus received a total dose of 40 cc. of vaccine (with excep- 
tion of No. 8, which received only 36 cc.). The animals were 
bled and autopsied as outlined under A. The controls were 
autopsied at the same time as the immunized animals. 

C. Immunization with Foreign Proteins. 

For this form of immunization we used a mixture of horse, 
sheep and ox sera. The mixture was adjusted so that it con- 
tained equal amounts of horse, sheep and ox protein. The 
protein concentration of the mixture was 4.81 %, namely: 
2.19 % albumin and 2.62 % globulin. 

Altogether 11 rabbits of the above-mentioned strain were 
employed for this experiment, 8 being immunized (Nos. 29 — 
32, 36 — 39) and 3 seiwing as conti'ols (Nos. 26 — 28). The 
weight, age and diet of these animals were the same as in 
Exp. B. Injections were given intravenousl 5 ' every other da 3 ', 
commencing with a dose of 0.1 cc. and increasing the dose 
graduallj' to 0.6 cc., with which the treatment xvas continued 
for nearlj’’ 2 months. After this, some of the animals were 
further immunized with a few doses of 3 cc. Thus, Nos. 29, 
30, 31 and 32 received altogether 44.6 eg. of protein in the 
injecUons, while Nos. 36, 37, 38 and 39 received 93.6 eg. of 
protein. The bleeding and autopsy were carried out as in 
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Exp. A and B. The controls were bled and autopsied at the 
same time as the immunized animals. 


Chemical and Histological Examination of the Animals, 
Exp. A, B and C. 

The blood of the animals was centrifuged after coagula- 
tion and the serum stored at 4“ C, with an addition of 0.01 % 
merthiolate. All the sera were examined for total protein, 
globulin and albumin after Henriques & Klausen’s method. 
Sera A and B were further examined for antibody protein 
after Heidelberger & Rabat’s method. All analyses were car- 
ried out in duplicate. Further, the agglutination titers for 
sera from Group A were determined in the usual way. As 
to details of these examinations, the reader is referred to a 
IJrevious paper."*. 

On autopsy blocks of tissue were taken for histological 
examination of the liver, kidneys, spleen, suprarenals, lungs 
and lymph glands, thymus and skin, besides bone marrow 
from the femur and, in several cases, sections of the small 
intestine and meninges. The tissues were fixed at once in 
Helly’s fluid, and embedded in paraffin. The sections were 
stained with hematoxylin-eosin and after Unna-Pappenheim’s 
method. In a good many cases the sections were further 
stained after Gram’s method, and after this method as 
modified by Vilhelm Jensen. Smears were made from the 
bone marrov/ and stained after May-Grunwald-Giemsa method 
for counting of plasma cells per 500 nucleated cells. At the 
autopsy, furthermore, blood smears were made from all the 
animals. 

We divided the work between us as follows: One of us 
(Bjorneboe) performed the immunization, bleeding and 
autopsy on the animals and examined the sera. The other 
(Gormsen) took care of the histological preparations and 
examined the sections without any know’ledge of the sero- 
logical changes the animals had presented, and without know- 
ing whether the organs came from treated animals or con- 
trols. 
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D. S u p p I c jn e n t a r y E x p e r i in e n I s. 

1) Immunization with Monovalent Vaccines. 

a) Pneumococci. 3 rabbits (Nos. 40, 41, 43), (breed, age, 
weight and diet as in Exp. 13 and C), were immunized with 
pneumococci of Type 4 given in doses of 4 XlO** pneumococci 
intravenously every otlier day for 3 wcelcs. The animals were 
examined as in Exp. A and B. 

b) Pfeiffer bacilli. 2 rabbits (2032 and 2034) were im- 
munized for 2 and 2^4 months respectively with formalin- 
killed Pfeiffer bacilli, injections of about 1.6 X 10” bacteria 
being given intravenously every other day. After Howe’s 
method the amount of scrum proteins were then determined, 
together with the agglutinin titer of the sera. Histological 
examination as described above. 


2) Significance of the Spleen under Immunization. 

2 rabbits (45 and 46), (breed, age, weight and diet as in 
Exp. B and C), were splencctomizcd and subsequently im- 
munized as in Exp. A for 3 weeks, whereafter they were 
examined as in Exp. A and B. On 2 other rabbits (52 and 
54) splenectomy was performed after 3 weeks’ immunization, 
and then the immunization was continued for 5 weeks. After 
this, the animals were examined as described abox'c. One 
normal rabbit (55) served as control and was autopsied 
simultaneously with the other rabbits. 


3) Local Reaction to the Antigen. 

For observation of the histological changes associated with 
local antigen-antibody processes, a rabbit (breed, age, weight, 
diet as in Exp. B and C) was given intracutancous injections 
(0,1 cc) of the poljwalcnt pneumococcus vaccine in 5 areas 
on one side of the back. On the other side of the back, in 
the corresponding areas, the animal was given intracutancous 
injections of 0.1 cc. of 0.9 % saline with an addition of 0.01 % 



658 


^ner(Jiio]g(g >j. 

"«spectiveiy 9 now „er/- . 

fhat fie/cj ’ ’. ^3 and Js on . 

faneousJv t, •/ ^ ^^jected wiff f),„ • * •''ica.s 

^n^nacufa wp with saH. sinnd- 

out ^so on 

iunctirt™ ">= "■" -« 

^ ’“'■‘’''W ie p„. 

■ / A ri w _ 


'vay as the an J 

5) p; '‘"'"’ais in 1 ) ,, 

^ ^fftsma Cell D ,. ^ 

7™ Type „ ,„ij“"“"<«tcd ratwi 1,J “ ™'’'’''‘ 

“"f =utopsied “ of 6 day, «- 

revie, V 

''“ ^PWopria, ' , ® “P'^rmenln, 

”/'«eroM,7„f j° ® f®"' nerm»7*“’‘“ '’™'’''’' “ "'H 

o/' ">P s„/,,„ „J'r“' '" ‘Ws connecliop ”7'7'“' /-Ware,, 

n,e;77"'' ,,y yp^ , 



659 


The 17 untreated rabbits, which were all perfectl5' healthy, 
are looked upon as standard normal animals. 

For the controls weighing about 2000 g. (Exp. A) the 
average weight of the spleen was 0.9 g. (0.5— 1.6 g.) ; for 
the normal rabbits of about 3000 g. (Groups B, C and D2) it 
was 1.3 g. (0.8 — 2.3 g.). 

The, microscopic examination covered all the above-men- 
tioned organs in the controls as well as in the treated animals. 
In the microscopic examination the principal interest was 
attached to the plasma cell conlenls of the various organs 
(recorded in Table 1 and 2). 

In a greater majority of tlie animals tlic liver contained no 
plasma cells, but 5 of the 17 controls showed scanty amounts of 
scattered plasma cells togctiier with a few lymphocytes in the portal 
spaces. Also the capillaries showed now and then a few plasma 
cells. The symbol (-f) signifies the scanty occurrence of plasma 
cells, which thins has to be looked upon as normal. In one control 
(2013) the capillaries of the liver contain a few large multinuclear 
giant-cells, sometimes surrounded by a few lymphocytes and plasma 
cells. These giant-cells did not resemble megakaryocytes but showed 
rather some resemblance to foreign body giant-cells. The kldiieij 
tissue and the adipose tissue in the renal sinus were free from 
plasma cells in all the controls; and only in one normal animal 
did the suprarenals show a scanty pericapillary round-cell and 
plasma cell infiltration in the border zone between the cortex and 
medulla {+). In the spleen, on the other hand, a slight plasma cell 
infiltration (-r) appears to be very common in normal rabbits. 
Only in 4 out of the present IG normal animals were plasma cells 
in the splenic tissue so exceedingly scarce that the spleen could 
properly be designated as 0, although the spleen in no instance 
was positively free from plasma cells. 

The bone marrow of the femur had about the same appearance 
in most of the normal animals with regard to its cell contents, 
being fairly rich in cells (»med.« = medium), while in 3 animals 
it was somewhat poor in cells ()>hypo.« == hypoplastic). The plasma 
cell count in smears of femoral bone marrow was found to be 
less than 1 % in all tlie control animals. 

In the lungs a scanty perivascular plasma-cell infiltration, (-r), 
Avas a frequent finding (7 of the 17 animals presented this phe- 
nomenon). 
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Ihc older ones (1—3, 26—28 and 55) in which il was 0.95 %. 
The average scrum albumin conccnlralion was 4.81 % (min.: 
3.63 %; max.: 5.56 %). 

A. Serological and Anatomical Findings 
in the 1\ a b b i i s I m m u n i z c d w i t h Pol y- 
valent Pneumococcus Vaccine (Nos. 2052 
— 2091) (Table 1), 

Serological Findings. 

Globulin concenlration : During the first days of imnnini- 
zalion the globulin concentration was lowered a little. From 
Ihc 9’ day an al)rupl increase set in, and lliroughoul the 
rest of llic ininiunizalion period the globulin conccnlralion 
kept being increased considerably, up to 7.07 At the same 
lime the scrum protein concentration increased, up to 10.03 %. 
After discontinuance of the immunization the globulin con- 
centration returned again to a normal level. Calculation of 
the average difference between the globulin conccnlralion 
and the antibody protein conccnlralion for all llic treated 
animals in Grouj) A gives 1.35 %. The average globulin con- 
centration for the controls in Group A is 1.42 %. Thus llie 
concentration of normal globulin remains unchanged in the 
treated animals, and the antibody formation has to be looked 
upon entirely as an extra production of globulin (this holds 
true, however, only when the globulin concenlration is de- 
termined after Henriques & Klauscn’s method (see 5)). 

After a brief and slight initial rise, the serum albumin 
concentration was somewliat lowered throughout the immun- 
ization period. 


Anoloinicnl Findings. 

Weight of the spleen, heroin the 3’ day of immunization — 
or, at any rate from the 5’ day, /. c,, before any anlil)ody 
formation could be demonstrated in llic animals — the spleen 
commenced to show a considerable increase in weight. From 
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this point of time, all the spleens weighed considerably more 
than normally, up to 6 times the normal weight (max. 5 g.). 
Even though the splenic weights vary somewliat, and there 
is no absolute parallelism between the values for antibody 
protein and splenic weights, the increase in splenic weight 
corresponds largely to the amount of antibody (increase in 
serum globulin (in the treated animals (see p. 674 and Fig. 1). 

The weights of the liver, on the other hand, showed no 
unquestionable difference between the findings in the controls 
and in the treated animals. 

The lungs in the immunized animals presented distinct 
macroscopic changes. They were larger and of firmer 
consistency than the lungs of the controls. In contrast to the 
pink lungs of the controls, they were greyish red in color. 


Microscopic Examination, 

The results of the microscopic examination of the organs 
are evident from Table 1. 

On the 1’ and 2’ days of immunization the organs present 
no abnormality ; on the 3’ — 5’ days of immunization a moderate 
plasma cell proliferation is seen in the liver (both in the 
capillaries and in the portal spaces), spleen and lungs — and 
in one animal, in the suprarenals, too. From the 6’ day all 
the organs examined present a distinct plasma cell proli- 
feration that increases in intensity until about the 13’ day 
of immunization, whereafter it keeps fairly constant till the 
68’ day — at any rate, till the 31’ day of immunization. In 
the 5 animals (2077, 2082, 2083, 2084, 2086) that were im- 
munized longer than 31 days the plasma cell proliferation 
in the organs is somewhat less massive than in the animals 
immunized for up to 31 days; and it is a peculiar fact that 
the animal which was immunized for the longest period (I'o. 
2086) shows merelj’^ a moderate plasma cell proliferation. In 
these 5 long-time immunized animals, however, the antibody 
and globulin concentrations are considerable. 

The apparently less intensive plasma cell proliferation in 
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these five animals might perhaps he taken to indicate that 
the height of the capacity of tlie organism for plasma cell 
reaction to the antigens employed was passed round the 30’ 
day of immunization and that the »plasma cell apparatus« of 
the organism has been »exhausted«. But it may he, however, 
that the less intensive plasma cell reaction in these five an- 
imals merely results from individual differences in the re- 
activity of the various animals as is evident from the fact 
that also a few of the animals immunized for less than 31 
days (2066, 2067, 2070 and 2071) show a somewhat lesser 
degree of plasma cell proliferation than do the other 
treated animals. The latter explanation seems more likely to 
he correct, as in our previous studies"- ' we found a very 
considerable plasma cell proliferation in animals immunized 
for up to 26 weeks. 

In the 3 animals examined 2 — 3(4 months after the im- 
munization (Nos. 2087, 2089 and 2091 ), the organs arc normal. 

Of the highly immunized animals 8 (Nos. 20.58, 2064, 
2008, 2071, 207d, 2077, 2082 and 2083) show more or less 
abundant amounts of the giant-cells in the liver capillaries 
mentioned above under the normal organs. 

Tlic figures obtained in plasma cell count on smears of 
the bone marrow correspond very well to the findings in the 
other organs. All told, however, the plasma cell proliferation 
in the bone marrow has to he characterized as relatively slight 
in comparison to the findings in the other organs. Still, there 
appears to be some hypcri)lasia of the hone marrow in some 
of the highly immunized animals. 

On the whole, this group of animals show complete paral- 
lelism between the degree of plasma cell proliferation - - 
which, as mentioned before, was determined without any 
knowledge of the protein values — and the globulin and anti- 
body content of the scrum. 
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-) Of the normal animals, i. c., 3150 g- 
’*) Control. 


0 Duration of India ink injection in days. 
•’*) Pneumonia. 
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B. Serologica] and Anatomical Findings in 
the Rabbits Immunized with Polyvalent 
Salmonella Vaccine (8 — 10, 12 — 15) (Table 2). 

Serological Findings, 

The globulin concentration in the treated animals is greatly 
increased, up to 7.85 %, The serum protein concentration 
increases at the same time, up to 10.13%. As in Exp. A, 
the antibody protein concentration folloxvs the globulin con- 
centration. The average of globulin concentration minus anti- 
body concentration is 1.07 and the globulin concentration in 
the controls is on an average 0.95 %. Here, too, the antibody 
formation is thus an entirely extra production of globulin. 
The serum albumin concentration is somewhat lowered in 
the treated animals. 

Anatomical Findings. 

In all 7 treated animals the splenic weight is greatly in- 
creased (from about 2 to 7 times the average weight in the 
normal animals), and there is a fine correlation between the 
size of the splenic weight and the amount of antibody or 
globulin. 

There is no definite difference in the weight of the liver 
in the treated animals and in the controls. 

The lungs present the same features as observed in Exp. A. 
All the treated animals — with exception of one (15) — 
present an extraordinarily massive plasma cell infiltration in 
the organs. No. 15 shows merely a moderate plasma cell in- 
filtration in the organs in spite of a rather considerable hyper- 
globulinemia due to antibody protein. Otherwise there is good 
agreement between the plasma cell infiltration and the anti- 
body concentration in these animals. 

C. Serological and Anatomical Findings in 
the Rabbits Immunized with Foreign 
Proteins (No. 29 — 33, 36 — 39) (Table 2). 

Serological Findings, 

Only in two of these animals (Nos. 30 and 37) was the 
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«lobulin concentration increased distinctly. The serum 
albumin concentration has to be characterized as normal. A 
calculation shows that the increase in globulin in Nos. 30 
and 37 cannot he due to the protein injected. These two 
animals received respectively 24.3 and 51.1 eg. of globulin 
in the injections. Setting the serum volume of the rabbits 
at about 100 cc., and supposing that all the subsequent in- 
jected globulin accumulates (what is probably not the case), 
it is easy to calculate that the highest conceivable globulin 
concentration that may be elicited by the foreign globulin 
is respectively 0.24% and 0.51 %. As seen in Table 1, these 
concentrations arc lower than the rise in globulin in Nos. 30 
and 37. So probably this rise is produced only in part by 
the injected protein; presumably the main part is due to 
formation of antibody protein. 

Anaiomical FindinffS. 

The splenic weight is moderately increased in the im- 
munized animals, most in the animals showing the strongest 
liyperglobulineinia (Nos. 30 and 37). 

Microscopic examination of the organs shows a distinct 
plasma cell proliferation only in the two animals with 
pronounced hyperglobulinemia and considerable enlargement 
of the spleen (Nos. 30 and 37). Two other animals (Nos. 31 
and 36) — respectivelj’ without and with hj’pcrglobulinemia 
— show a moderate plasma cell proliferation, whereas one 
animal with slight hyperglobulinemia (No. 38) presents no 
definite increase in plasma cells in the organs. 

D, la) Serological and Anatomical Findings 
in Rabbits Immunized w' i t h One Pneu- 
mococcus Type (Nos. 40, 41, 43) (Table 2). 

Serological Findings. 

The serum globulin concentration is moderately increased 
and the antibody concentration corresponds fairly well to 
this increase. 



670 


Anatomical Findings. 

The splenic weight is increased distinctly. 

Histologically only one animal (41) shows an iinqueslioii- 
able, though rather moderate, increase in plasma cells in 
the organs — in spite of the hypcrglobulinemia and rather 
abundant amounts of antibody. Two of these animals (Nos. 
40 and 41) show rather large amounts of giant-cells of the 
aforementioned type in the liver. 


D lb) Serological and Anatomical Findings 
in Rabbits Immunized with Pfeiffer 
Bacilli (Nos. 2032 and 2034) (Table 2). 

Serological Findings. 

The serum globulin concentrations, determined after 
Howe’s method, showed normal values. The agglutinin titers 
were respectively 1280 and 320. 

Anatomical Findings. 

The splenic weight was not recorded. 

In one animal (2034) there was a moderate increase in 
plasma cells, while the other showed no such increase. 


D2. Serological and Anatomical Findings 
in Splenectomized Rabbits Immunized 
with Polyvalent Pneumococcus Vac- 
cine (Nos. 45, 46, 52 and 54) (Table 2). 

Serological Findings. 

The serum globulin concentrations arc distinctly increased, 
differing in no particular degree from the concentrations 
observed in non-splenectomized rabbits immunized for the 
same length of time (two rabbits of the latter category showed 
a globulin concentration of 2.19 % and 4.93 % respeclhelj )• 

Histological Findings. 

Distinct plasma cell proliferation was seen in one animal 



671 


45 _ the one with the highest globulin concentration — ). 
^ moderate increase in plasma cells in one animal (54), and 
doubtful plasma cell proliferation in the remaining two 
splenectoinized animals (Nos. 46 and 52). All the treated 
animals showed a relatively great increase in plasma cells in 
the bone marrow, but otlierwise no strikingly pronounced 
plasma cell proliferation anywhere. 


D3. Histological Examination of Skin 
Treated with a) Polyvalent Pneumo- 
coccus Vaccine and b) with Cow pox 
^^i^us (Liver and Calf Virus, 678 L and 
6 7 8 C). 

fl) Biopsy on the epidermis and corium shows on the 3' day 
a moderate diffuse infiltration with poljmuclear leucocytes and 
several lymphocytes and plasma cells; distinct histiocytic proli- 
feration round the blood vessels, where several leucocytes, round- 
cells and plasma cells are seen, too; small hemorrhages here and 
there, and slight oedema. All told, there is only a moderate num- 
ber of plasma cells. 

On the 5’ day tlie features are quite the same as on the 3’ day, 
with distinct perivascular granulomas and a little more oedema. 

9’ (lay: About the same as on the 3’ day, but fewer leucocytes 
and more plasma cells; several lymphocytes. 

13’ day: A suggestion of changes as observed on the first biopsy. 
A moderate diffuse and perivascular plasma cell infiltration is the 
predominant change. (Photo No. 10.) 

19’ day: A few granulomas surrounded by rather large amounts 
oi plasma cells and a few leucocytes; distinct but rather slight 
perivascular cell infiltrations. 

All the controlled biopsies show the presence of scanty amounts 
of plasma cells, diffusely and perivascularly, but not more plasma 
cells than encountered normally; some lymphocytes are seen here 
and there togetlier with the plasma cells; scattei'ed small hemor- 
rhages; a few leucocytes liere and there. 

The biopsy material consists of epidermis, corium and 
platysma. The corium shows interstitial and, in particular, peri- 
vascular streaks of histiocytes, l 3 TOphocytes and, especiallj% plasma 
cells. Several granuloma-like structures are seen in the corium, 
with many plasma cells in the peripheiy. Diffuse, moderate plasma 
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ctOl infiltration beneath the platysma, in loose connective tissue. 

The plasma cell infiltration in the corium is a little more in-o- 
nounced in biopsy 678C than in 678L. Otherwise tlic two biopsies 
present quite the same picture. 

Guinea-pigs, 

The guinea-pigs treated with polyvalent pneumococcus 
vaccine showed a very slight plasma cell infiltration in the 
organs, but, as mentioned, no antibody formation could he 
demonstrated — nor any increase in the serum globulin con- 
centration. 


. D4. Serological and Anatomical Findings 
in India ink - treated Rabbits (2038 — 2040) 
(Table 2). 

Serological Findings. 

Serum proteins normal. 

Anatomical Findings. 

Enlargement of the spleen. No plasma cell infiltration in 
any organ. Large amounts of particles of India ink in re- 
ticulum cells and macrophages in all the organs examined, 
most pronounced in the spleen, then (decreasing with the 
sequence in which the organs are mentioned) in the liver, 
bone marrow, lungs, suprarenais, and kidneys (here their 
presence is more pronounced in the sinus fat than in the 
parenchyma) . 


Do. Serological and Anatomical Findings 
in Rabbits with PassiveHyperglobulin- 
emia (Nos. 70, 71, 72 and 74) (Table 2). 

Serological Findings. 

Distinct hypcrglobulinemia in the animals Nos. 70, 71 and 
72, but normal globulin value in No. 74, which was not ex- 
amined until 10 days after the last injection of globulin. 
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Anatomical Findings. 

Splenic \vcigM rather high in the three first animals. No 
plasma cell reaction in £iny of them — except in No. 72, in 
which autopsy revealed extensive pneumonic processes in one 
lung. 


Recapitulation of the Serological and Anatomical Findings. 

Intensive immunization of rabbits with polyvalent pneumo- 
coccus and Salmonella vaccines gives rise to a very consider- 
able antibody formation manifest in a pronounced hyper- 
globulinemia which in certain cases gives marked Iiyper- 
proteinemia. In the animals reacting with a very considerable 
antibody production there is a marked enlargement of the 
spleen associated with a very pronounced plasma cell pro- 
liferation in the spleen, liver, lungs, bone marrow and, in some 
instances, in the suprarenals and kidneys. The enlargement of 
the spleen and the plasma cell infiltration made their ap- 
pearance on about the third day of immunizalion, whereas 
antibodies could not be demonstrated prior to the 7’ day of 
immunization. 

On imnninization with foreign scrum protein, the animals 
that showed hypcrglobulinemia presented also enlargement 
of the spleen and plasma cell infiltration in the organs. 

Intense immunization with one pneumococcus type i^esults 
in some antibody formation and some enlargement of the 
spleen together with a slight hyperglobulinemia, but only a 
slight plasma cell infiltration in the organs or none at all. 

Immunization with Pfeiffer bacilli (1 strain) produces 
no hyperglobulinemia, nor any distinct plasma cell infiltration 
in the organs. 

In skin treated with pneumococcus vaccine or cowpox 
virus, considerable amounts of plasma cells make their ap- 
pearance at the junctures when presumably antibody is 
present locally in a considerable amount. 

Rabbits treated through a considerable length of time with 
mlravenous injection of India ink have no plasma cell pro- 
liferation in the organs. 
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This peculiar linding is now tested out on the entire ex- 
perimental material. In Fig. 2 the splenic weights recorded 
in Exp. A (from, the 15’ to the 48’ day) and Exp. B arc 
plotted in relation to the antibody concentration. The splenic 
weight is recorded in percentage of the body weight of the 
normal controls autopsied at the corresponding junctures, 
because our normal rabbits showed a distinct relation be- 
tween the body w'eight (age of the animal) and the .splenic 
weight, the latter increasing with the body weight (age). As 
now the weight (age) of the treated animals differed a good 
deal in Exp. A and in the other experiments, we have recorded 
the splenic weight in percentage of the body weight — for 
the sake of comparability. The splenic -weight is calculated 
in percentage of the body weight recorded for the normal 
controls autopsied at the corresponding junctures, because 
the body weight of the treated animal Avas reduced to some 
(variable) extent during the experiment, chiefly by reduction 
in the amount of adipose tissue. In Exp. A the treated animals 
from the 1’ to the 15’ experimental day are omitted here be- 
cause the spleen evidently at this point of time undergoes 
a marked development (formation of the antibody-producing 
cells?). Also the treated animals from the 68’ day of im- 
munization and later are omitted, because, after this point 
of time, the controls are only few' in number, making the 
calculation of the splenic weight in percentage of the body 
weight of the normal controls at the corresponding junctures 
very inaccurate. From Fig. 2 it is quite evident that all the 
treated animals show' proportionality betw'een the splenic 
weight and the antibody concentration. This relation is as- 
certained on immunization Avith 8 Salmonella types as Avell 
as 8 pneumococcus types. 

In Exp. C the antibody concentration of the blood Avas 
not measured, and hence the relation betAA’een splenic Avcight 
and antibody concentration cannot be ascertained in this ex- 
periment. If aa'c reckon, hoAA'CA'er, that the increase in serum 
globulin demonstrated in this experiment is due chiefly to 
antibody protein, aa'c here meet Avith the same relation he- 
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tween antibody protein and splenic weight as in the other 

experiments. 


Histological Features. 

The spleen is constantly the organ that shows the greatest 
change. From the 3’ to 5' day of immunization — at the 
same time as the splenic weight commences to increase — 



Spleen pulp with intensive plasma cell proliferation. Animal Xo. 12. 
Unna-Pappenheim. X 160, 


plasma cells begin to make their appearance diffusely in 
the pulp, and at this juncture there is also a moderate reti- 
culum cell proliferation in the spleen. On the other hand, 
the plasma cell proliferation appears not to be preceded by 
any definite reticulum proliferation; nor is there any definite 
proliferation of the reticulum in the highlj^ immunized animals 
once the plasma cell infiltration has become massive. 

At first the plasma cells are scattered diffusely in the 
pulp, very often pcricapillarily in streaks. 

When the plasma cell proliferation has become massive, 
the pulp is dense, extremely rich in cells — almost exclusively 
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plasma cells, at any rate in large areas, interspersed with a 
few reliculurn cells (Photos 1 and 2). Many blood vessels — 
for instance, the trabecular arteries — are surrounded by 
dense coals of plasma cells. At this point of time, the fol- 
licles are usually small and few in number, and almost in- 
variably surrounded by dense zones of plasma cells. At no 
point of lime do the treated animals show any pronounced 
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Photo No. 2, 

Spleen pulp with plasma cell proliferation. Animal No. 12. 
Unna-Pappcnlieim. X 170. 


hyperplasia of the follicles or any distinct proliferation of 
reaction centers. 

This quite one-sided proliferation of plasma cells and the 
juncture for its onset suggests very strongly that the en- 
largement of the spleen is due to the increase in plasma cells. 
The same is suggested by the fact that the intensity of the 
plasma cell proliferation corresponds very well to the degree 
of the enlargement of the spleen. 

In no instance was amyloidosis seen in the spleen, nor in 
any of the other organs. 

Next to the .spleen, the /iver is the organ that showed 
the greatest changes. Simultaneously with the commencement 
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of plasma cell proliferation in the spleen, about the 3’ — 5’ 
daj' of iinmunization, plasma cells begin to make their ap- 
pearance in the liver capillaries and portal spaces. In the be- 
ginning of the immunizing process most of the animals show 
a fairly lively diffuse plasma cell proliferation everywhere 
in the liver capillaries, while the plasma cells arc less 
numerous in the portal spaces. After immunization for a con- 



Pholo No. 3. 

Liver with intensive plasma cell proliferation in a porto-biliary 
space and in the capillaries, .‘tnimal No. 12. Unna-Pappenheim. 


X 160. 


siderable length of time, on the other hand, the plasma cell 
infiltration in the capillaries is exceedingly scanty, while these 
changes are massive in the portal spaces. In a few animals, 
however, plasma cell infiltration is seen in the liver capil- 
laries as well as in the portal spaces at a late stage of the im- 
munization (Photo 3). 

This cellular proliferation appears to be limited entirely 
to plasma cells alone, a few lymiihocytes occurring among 
the plasma cells but extremely seldom. 

No distinct proliferation of Kupffer cells could be dc- 
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In one normal animal a few similar giant-cells were seen 
in the liver, but no such cells were observed in the animals 
immunized with foreign protein or in animals immunized only 
for a short time. 

No animal shows any abnormality of the liver parenchyma. 

The third of the examined organs belonging to the reticulo- 
endothelial system, the bone marrow, shows on the whole 
only rather slight changes. 

During the process of immunization there is a moderate 
diffuse increase in plasma cells in the parenchyma of the 
marrow — a plasma cell proliferation which here, in contrast 
to the other organs examined, can he estimated quantitatively 
by counting. The plasma cell proliferation, which at the most 
leads to an amount of plasma cells equal to 7 % of all the 
nucleated cells of the marrow, follows closely the degree of 
plasma cell proliferation in the other organs — and shows 
good agreement with the globulin and antibody concentration. 

As always in reactive plasma cell proliferations in the 
bone marrow, the plasma cells are both scattered diffusely 
throughout the marrow and accumulated into small islands 
of 5 — 6 cells, besides forming distinct pericapillary envelopes. 

No distinct proliferation of reticulum cells could he de- 
monstrated in any section from the bone marrow of any 
animal, and the evident hyperplasia of the bone marrow 
observed in several of the highly immunized animals appears 
not to be explainable as brought about by proliferation of 
reticulum cells or of plasma cells. It seems more likely that 
all the components of the marrow increase in number 
(splenogenous inhibition of the marrow from the enlarged 
spleen?). 

Like in the bone marrow, in the suprarenals • — the fourth 
organs belonging to the reticulo-endothelial system — the 
changes are only moderate. The plasma cell proliferation w’as 
not massive in any case though rather considerable in many. 
This phenomenon is most pronounced in the capillaries on 
the border between the cortex and the medulla and in the 
capillaries of the medulla. In several cases, however, the 
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pJasma cell proliferation is quite diffuse in all the capillaries, 
and a rather considerable intravascular accumulation of 
plasma cells immediately beneath the capsule is a frequent 
finding. Besides, plasma cell infiltration in the adipose ti.ssuc 
surrounding the suprarenals is seen in several cases. 

In the Jddneys the plasma cell reaction is more pronounced 
than in the suprarenals, the infiltrations being interstitial. 



Photo No, b. 

Renal pelvis mucosa and fat tissue of renal sinus with diffuse 
plasma coll proliferation, especially around a capillary. Animal 
Xo. 12. Unna-Papponheim. X 100. 

perivascular, especially in the cortex, and soinelinies peri- 
glomerular. “In no instance does the kidney parenchyma 
proper present any abnormality. 

In most cases the adipose tissue in the renal sinus, round 
(he pelvis, shows a considerably stronger plasma cell reaction. 
Plasma cell infiltration here is a constant finding in all the 
highly immunized animals; and proliferation of plasma cells 
alone is encountered here, especially round the blood vessels 
(Photos 5 and 6). 

In the lungs the changes are essentially more pronounced 
than in the two last-mentioned organ systems. 
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in the moderately and highly immunized animals though 
subject to -individual variation, but apparently equally 
developed throughout the individual lung. TOs thickening 
is due to an endothelial and histiocytic proliferation that is 
pronounced in the early stages, while in the later stages there 
is in addition a more or less distinct fibrosis. 

Secondly, during the process of immunization the lungs 



Lung from normal rabbit. Unna-Pappenbeim. X 25. 

are the site of rather considerable plasma cell infiltrations, 
in particular round the smaller and medium-sized blood ves- 
sels, and to some extent round the bronchi too, besides peri- 
capillarily in the alveolar septa, diffuse or arranged in delicate 
streaks — but never in any great amounts here in the septa. 

It is to he noted that the lymphatic infiltrations in the 
walls of the bronchi remain unchanged, without showing any 
plasma cell proliferation. At the most, there now and then 
appears a quite scanty plasma cell proliferation in the 
periphery of the lymphatic infiltration, apparently originating 
from cells of the surrounding tissue rather than from elements 
of the lymphatic infiltration. 

Tlie more or less organized thrombi in the blood vessels 
of the lungs of which we observed a considerable number in 
the rabbits mentioned in our previous paper, immunized 



through a very long period, ^vcrc seen only in a very few eases 
in the experiments reported here. 

As mentioned already, the lymph nodes show a greatly 
variable amoiinl of plasma cells in the normal animals. Yet 
it looks as if the lymph glands in the highly immunized 
animals (Nos. 8 — 15) participate distinctly in the almost 



Photo No. .9. 

^ledullnry cord of lyinph node with intensive jilasnia cell 
proliferation. Animal Xo. 12. Unna-Papponheim. X 570. 


universal reaction with plasma cell proliferation (Photo 9). 

On the other hand, the ihyniuSf which normally appears 
to he almost free from ])lasma cells, evidently does not take 
part in the plasma cell proliferation of the organism. Nor 
is there any i)lasina cell increase in the skin during the process 
of innnunization. 

Uaclcria could not he demonstrated in the organs at any 
points of time. 

Unfortunately the plasma cell aspects of the intestinal 
mucosa were not examined in the largest of the experimental 
series. In the other experiments there is no definite correlation 
between the amount of plasma cells in the intestinal mucosa 
and in the other organs. 
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No plasma cell prolileration was observed in the mcm'nf/es 
in any examined animal. 

B/oo(/ smears were made from all the rabhits examined, 
immediately before the animal was killed. No differential 
count was made because in these experiments we were 
particularlj' interested in the question whether plasma cells 
occurred in the blood. 

In the controls the blood shows almost constantly a few 
plasma cells of the so-called Tiirk type, as a rule less than 
1 %. 

In most of the treated animals the amount of blood plasma 
cells is just as slight as in the normal animals, but several 
of the highly immunized animals show a slight increase in 
Tiirk cells in the blood (at the most, 2 — 3 %), whereas quite 
typical plasma cells of the type observed in the tissues have 
not been seen in the blood of any animals. 

As is well known, it is a disputed question whether 'riirk 
cells are to be looked upon as a particular »Reizungsform« 
of lymphocytes occurring in the blood, especially in infectious 
conditions, or whether they are to be regarded as being in 
a line with the other plasma cells of the organism (a review 
of this question has been given by Gormsen"). The only 
established fact concerning Tiirk cells appears to be that they 
are formed in Ij’mphatic tissue and that they differ morpho- 
logically from the plasma cells of the bone marrow and in- 
flammatory processes in having a considerably larger nucleus. 

It cannot be decided whether the slight increase in Tiirk 
cells observed in the blood of several of the highly immunized 
animals is to be looked upon as an »irritative« phenomenen 
analogous to the appearance of Tiirk cells, in infectious dis- 
eases, or xvhether it is to be interpreted as signifying that 
the almost universal plasma cell proliferation that occurs 
in the immunized animals brings about a proliferation of 
this cell tyi)e in the blood. 

But, even if wc assumed that the Tiirk cells and the 
plasma cells of the hone marrow would constitute a cylo- 
logical unity, in that the Tiirk cells originated from the bone 
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marrow which seems rather unlikely for several reasons 

(Gormsen^) — the slight and inconstant increase in the 
number of plasma cells in the blood, together with the fact 
that only a rather slight increase has been demonstrated in the 
number of plasma cells in the bone marrow, would go against 
the idea that the organs receive their massive amounts of 
plasma cells from the bone marrow by way of the blood 
stream even though such a possibility cannot be excluded 
entirely oh the basis of the present studies. 

Our findings rather support the view of an autochtonous 
origin of the plasma cells in the various organs. 

As to the movphologij of (he plasma cells in the infil- 
trations described in the various organs, most of the cells 
have to be characterized as quite typical plasma cells with 
an eccentric Vwheel nucleus^: with a light halo in the 
abundant, slightly spongiosc protoplasm, which stains in- 
tensely red with the Unna-Pappenheim method. Still, many of 
the plasma cells, especially in the spleen and bone marrow, 
have to be characterized as young forms with a rather scanty 
protoplasm and without the characteristic »spokc« arrange- 
ment of the chromatin in the nucleus, or with merely a sug- 
gestion of this feature. Many of these cells correspond to 
the concept of ^plasmacellular reticulum cclls^ (Rohr^^) which 
are taken to be progenitous of plasma cells — transitory 
stages between the reticulum cell or the non-differentiated 
niesenchyma cell and the mature typical plasma cell. Others 
remind a great deal of the cells which Rich, Lewis & 
Wintrobc-*' designate as >> acute splenic tumor cclls«. 

No positive evidence for a decisive conclusion as to the 
genesis of plasma cells is afforded by our experimentally pro- 
duced, elective, very extensive plasma cell proliferations, it 
is true, but, we think, the blood examinations go against the 
view of a hematogenous distribution of the plasma cells and 
in favor of an autochtonous proliferation. The observation 
that the lymphatic infiltrations in the lungs and the follicles 
in the spleen do not become the site of plasma cell proli- 
feration goes against a lymphocytic genesis of the plasma 
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cells; and the finding of many forms which correspond 
closely to the so-called »plasmacellular reticulum cells^ speaks 
in favor of a genesis of the plasma cells from reticulum cells. 
Finally, a genesis from undifferentiated mesenchymal cells 
(histiocytes) is suggested, among other things, by the fact 
that massive plasma cell proliferation may arise in the rclicu- 



Photo 1^0, ID. 

• Corium with pei'ivasculary aiTanged plasma cells and histiocyles. 
Experiment D3. 13’ day, Unna Pappenheim. X 435. 

lum cell-free adipose tissue of the renal sinus — provided 
that the hypothesis about an autochtonous origin of the 
plasma cells be tenable. 


Discussion. 

On the whole, our experiments have shown that there is 
a constant relation between antibody formation and plasma 
cell proliferation. 

This fact may conceivably be explained in three ways, 
namely: 

1) The antibody production and the plasma cell prolifcra- 
tion are parallel phenomena, both being brought about by 
the immunization. 
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2) Plasma cells play an importaat role in the antibody 
formation. 

3) Tlie antibodies in the blood elicit a secondary plasma 
cell proliferation in the organs. 

The last possibility, we think, has been excluded by Exp. 
D 5, in w'hich we produced a passive, hyperglobulinemia in 
rabbits without the appearance of any increase in the amount 
of plasma cells in the organism. 

Thus, the two first possibilities remain. 

As to the first-mentioned, we think we have excluded 
the special possibility that the plasma cell proliferation might 
simply result from a »foreign body actlon« of the bacteria. 
Furthermore, in Exp. C, the employment of dissolved protein 
antigen resulted in a distinct plasma cell proliferation in the 
organism, and here the possibility of a »foreign body action« 
is out of the question. As now’^ it seems reasonable to assign 
the antibody formation to the reticulo-endothelial system, and 
as the most conspicuous change in this system under the 
intensive antibody production we elicited is the plasma cell 
proliferation, we. find it most likely that plasma cells alone 
produce the antibody, or that plasma cells represent func- 
tional stages of the antibody-producing cells. 

In this connection it is to be mentioned that our experi- 
ments have demonstrated a »directly proportional« relation 
between antibody concentration and the degree of plasma cell 
proliferation in the organism. 

The relation between hyperglobulinemia and plasma cell 
proliferation and the hypothesis about the possible role of 
plasma cells as globulin producers has been mentioned before 
by several authors — first by Bing & Plum^, later by Mar- 
kofF^ Jersildis^ Wuhrmann & LeuthardF\ Bohi^i, Undritz^^, 
GselF\ Ejnar Nielsen-®, Petri, Norgaard & Bing-', Gormsen 
& Heintzelmann^®, Habelmann^-, and Fleischhacker®. On the 
other hand, the hypothesis about the role of plasma cells as 
antibody producers appears to have been advanced only in 
one previous work by Kolouch-- — on the basis of expeid- 
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rnnW I7/K PATHOLOGICAL INSITTUTK OF THE UEIVEnSITY 
^ OF UPPSALA (HEAD: PROF. DP. J7. FAJIEAEVS). 


ACUTE FATAL HYPERPARATHYROIDISM. 

B.v Jati Mdlfircii. 

(RccoivetJ for puljlicafioii October 7ili. 1052). 

Hyperparathyroidism is a palhologicai condition wliich 
has become the object of increasing study during the last 
(iccadcs.* ) 

The central feature of the disease is an excessive produc- 
tion of parathormone. 7'hc patho-analomical phenomenon as 
a rule corresponding to the increased paratliyroid function 
consists in an enlargement of one or more paratliyroids. Ac- 
cording to Castleinan and Mallory (1037) the paratliyroid 
enlargement can he divided into three different types: 1. 
Primary hypcrplaxia of all glands, histologically dominated 
by water clear cells and with a clinical course characterized 
by a tendency to rapid relapse if only one or two of the hyper- 
plastic glands are removed. 2. Primary adenoma (rarely 
nuiltiplc ones in several parathyroids), histologically of 
larying structure, as a rule benign and dominated by hyper- 
trophic chief cells. In these cases the non-adenomatous glands 

') For details the reader is referred to tlic following works. Kx- 
porimcntal: Coltip in2o: 1 and 2, 1020: 1 and 2. lfl2T; Harper 1927; 
Jn//c. rSodansLn and Bhtir Hl.'iO; nmUmshy and Ja{(r l.'WI; Olsru 
1935. Paliio-anatoinicai: A.dmvnzy 1905; Hrroslrnntl 1921, 1931. 193S; 
Herxheimer 192G; CasHcman and M(tUor\i 193.3. 1937; Hahhofer 1937; 
SchellacJ: 1939. Clinical: Mo/idl 192(1; Alhriahl ct al. 1935: 1 and 2; 
Churchill and Cope 1935; Gulman et al. 1935; Ilvllslriiin 1933. 
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liavc been consick'recl normal. 3. Secondanj lujpcndasid of all 
parathyroid glands as a result of chronic renal insufficicnev. 
Histologically, lliis type is said to be characterized mainly liy 
normal-sized chief cells. 

This classification seems to be satisfactory in a ninnbcr 
of cases and as a working Ijypolhesis it has proved valuable 
to the surgeon because of its practical consequences, especially 
differentiating t 3 q)c 1. It has also been accepted by several 
pathologists (Boijd (1940) and others), but it has certain 
shortcomings which will 1)0 discussed ))elow in connection 
with the case hero reported. 

The parathyroid hyperfunction causes a disturbance in the 
mineral metabolism. In the so-called primary eases according 
to Casilcman and iMallorifs classification, the latter as a rule 
rc^'eaIs itself in an increased calcium content and a decreased 
phovsphorus content in the scrum togcllier with increased ex- 
cretion of calcium and phosphorus in the urine. In secondary 
liypcrparathyroidisin resulting from chronic renal insuffici- 
ency, on the other hand, we find increased scrum phosphorus 
and normal, or decreased, serum calcium. It has been as- 
sumed on good grounds that tlic increase of the scrum phos- 
phorus in tlicsc eases is a direct consequence of the renal in- 
sufficiency and that the elevated scrum phosphate level leads 
in its turn to the dc])rcssioii of the scrum calcium and also 
to tlic reactive i)arathyroid liypcrfunction (Castlcman and 
Mallonj (1937); Drake, Albright and Cattleman (1937) and 
others). Whatever the genesis of the hyperfunction (»pnm- 
ary« or »sccondary«) the calcium balance is negative, at least 
over certain periods. The skeleton is tlius deprived of calcium 
salts, and in advanced eases the result is generalized osteitis 
fibrosa with its well-known skeleton ])athology and secondary 
clinical symptoms (hone pains, fractures, deformities, typical 
X-ray picture). The skeleton affection, however, varies strongly 
in different eases, from the mildest form of osteoporosis or 
local giant-ccII tumour {Giilmaii ct al. Hellsirdm 193*5) to 
grolcstjuc osteitis fibrosa. In some eases the skeleton is inlncl 
holh clinically and anatomically. Albright, Baird, Cope and 
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mooinherij (1934) riglilly assume lhal Ihe decree of hone 
changes is the indicator of the duration of the disease rather 
(han of its severity. 

The increased calcium excretion very often loads to me- 
tastatic calcium dci)Osits in various organs, specially in the 
kidney parenchyma and tlie urinary tract (diffuse calcium 
precipitation in the canal epithelium, hasal mcmhrancs, glo- 
meruli and intcrstitially in the kidney; concrement; often 
secondary pyelonephritis; not infrequently terminal, second- 
ary renal insufficiency). 

The ordinary, chronic forms of hyperparathyroidism in 
particular have heen subjected to clinical studies. As a rule 
they all begin insidiously and go on over very long periods 
(according to Ilalshofcr (1937) as a rule for 4 -20 years, 2 
years at the shortest) ; the course of the disease can seldom 
he measured in months {Gutman et al. 1934). It is true that 
the cronic forms show symptoms which have rightly' been 
thought to he caused directly by the hypercalcacmia. Fatique, 
hypotonia and lessened neuromuscular excitability thus he- 
hmg to the most constant .symptoms {Albrifflii, Atib and 
Hauer 1934; Ilalshofcr 1937, and others), and anorexia, vomit- 
ing, constipation and loss of weight arc not unusual (JMorcllc 
1934, Gutmar} et al. 1934, Albright el al. 1934: 1 and 2, Hals- 
hofer 1937). Prolonged PQ interval in electrocardiogram may 
also occur (Kohler 1942 and others). 'I'he chronic case.s, how- 
ever, arc also cliaractcrized by the .sym])lom jncturc’s being 
dominated, at least over certain ])criods, by' secondary' skeleton 
symptoms or by renal symptoms (osteitis fibrosa or osteo- 
porotic form, and nephrolithiasis or renal insufficiency re- 
spectively'; cf. Albright et al. 1934: 1 and 2, Gutman el al. 
1934, Ilalshofcr 1937). I'he gastrointestinal sy'm])toms only' 
seldom predominate (Morcllc 1934, Gutman el al. 1934, Hats- 
hofer 1937), possibly' as an expression of temporary acute 
exacerbations. 

Acute hyperparathyroidism in animals has been sluciied 
experimentally by Co//i/j (1925: 1 and 2, 1926: 1 and 2, 1927), 
Hneper (1927) and others, lly repealed injections of paral- 
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hormone into dogs Collip provoked a typical lethal poisoning, 
distinguished by vomiting, diarrhoea and atony. At the same 
time characteristic blood changes appeared: Tlic calcium level 
rose continuously to about 20 mg% only to fall somewhat 
just before death, whereas the serum phosphorus and N. P. N. 
only terminally rose to high values. A terminal marked in- 
crease of the whole concentration of the blood was further 
very characteristic, being reflected in rising values for hemo- 
globin, erythrocj'tes per mm^, osmotic pressure and viscosity. 

A post-mortem examination of the animals thus poisoned 
revealed an increased calcium content in certain tissues, 
especially in the myocardium (up to 50 mg% as compared 
to normal 4 mg%) and the kidneys (200 and 7 mg% re- 
spectively). Microscopically, calcium deposits could be ob- 
served in the majority of internal organs, especially in the 
.myocardium, kidneys, gatric mucosa and lungs {Hueper 
1927). H 3 'peraemia of the intestinal mucous membrane re- 
gularlj' occurred, and haemorrhagic gastritis was frequent. 
Hueper (1927) further made the remarkable observation of 
multiple thromboses in various parts of the vascular system, 
especially in the liver of parathormone poisoned dogs. 

Analogous to these animal experiments is a case of ex- 
perimental hj'perparathyroidism in man which has been de- 
scribed hy Loivenhurg and Ginsburg 1932. A boy, aged 5 j’ears, 
was treated for severe purpura. Inter alia he was given daily 
intramuscular injections of parathyroid extract. By mistake 
he w'as given too much extract, thus receiving 100 units of 
the hormone dailj' for six days. 

Vomiting began on the second day of administration and 
gradually increased in severity; this was the earliest symptom. 
On the third day be became listless, and on the fourth day 
vomiting became pronounced and the general physical de- 
pression more severe. On the fifth day, be was extrcmclj’ 
lethargic, apathetic and answered very slowly and monosyl- 
labically' to questions. The lids drooped, he made practicallj’ 
no spontaneous movements and was almost unable to sit up 
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in bed by himself. He had a high, irregular fever Ihroughout 
this period (max. 39.4“ C). No knee jerks could he obtained. 

Before the treatment, the serum calcium was 10.2 mg% 
and the bleeding time more than 2 hrs. Visible bleeding 
stopped after the first day of treatment. On the second day, 
the bleeding time was 5' 10". On the sixth daj', the serum 
calcium was 19.6 mg% and the serum phosphorus 4.4 mg%. 
The administration of parathyroid extract was then stopped 
and the patient was given continuous vcnoclysis of physiologic 
solution of sodium chloride. Graduallj' all symptoms disap- 
peared on the following days, and the serum calcium, the 
scrum phosphorus and the temperature became normal, too. 
No changes of the long hones could he proved by an X-ray 
studj’ seven daj’s after the parathyroid extract had been dis- 
continued. 

Lowenburg and Ginsbiirg rightly point out that the 
symptomatology noted is hut little different from that re- 
ported in animals with experimental hyperparathyroidism, 
with the exception of the high temperature. They also sug- 
gest that the hyperpyrexia was due to the increased blood 
viscosity and diminished blood volume reported by experi- 
mental workers in animals, as in ordinary dehydration states. 

Spontaneous acute fatal hyperparathyroidism in man, on 
the other hand, is less known. So far only isolated reports 
on clear or suspected cases of this type are found {Dawson 
and Stnithcrs 1923, Ilerxheimer 1926, Herzenberg 1933, Mell- 
gren 1936, Hanes 1939, Oliver 1939, Arnold 1940, Smith and 
Cooke 1940). Oliver 1939 has rightly pointed out that the 
spontaneous acute hyperparathyroidism may present a special 
clinical syndrome dominated by gastro-intestinal symptoms 
and very similar to the one that has been observed in 
parathormone poisoned dogs. Oliver’s review of cases (com- 
prising those reported by Dawson and Strnthers and by Hanes, 
and also tw'o cases of his own), how'cver, does not discuss 
important aspects of the pathology of the acute lethal hyper- 
parathyroidism (cf. Mellgren 1936). 


AcU path. Vol. XV. 4. 
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htaiislion. Tiic postmortem examination rcYcalccl mitralisendocarditis 
witli stenosis and general stasis phenomena, icterus, thrombi in 
the plexus prostaticiis and calcium deposits in the majority of 
internal organs, foi* instance in the brain and especially in the 
myocardium and kidneys. The bone system, however, showed no 
noteworthy changes. Three parathyroids were found, one of them 
the size of a cherry. Obviously the same reservation should be made 
in this case as was made in that reported by Dawson and Slnttlicrs; 
the diagnosis of an acute lethal hyperparathyroidism is not definitely 
established even though the calcium met ast uses may point in that 
direction. 

Herzcnbcvff observed, in 1033, a case of hyperparathyroidism 
which has aroused attention by its unusual clinical picture. The 
patient was a man aged 45 who had been suffering from »drag- 
ging« pains in the legs during the last years, and from obstipation 
for 15 years. For two years he had had dull pains in the epigastrium, 
eructations and heartburn. A gastric ulcer was diagnosed and the 
man was put on an ulcus diet, but ho only became wor.se and 
weaker. One year before death occurred, an X-i*ay examination 
showed that the gastric ulcer had become cicatrized. In spite of 
this he became worse, lost his appetite and vomited after meals. 
The general weakness increased as did also the abdominal pains, 
and he lost weight. After admission to hospital hypochylia gastrica 
was diagnosed (total acidity 8) and occult blood was found in the 
faeces. His condition rapidly grew worse and after a few days he 
died from heart failure. 

The post-mortem examination revealed jaundice, far advanced 
generalized osteitis fibrosa (but without cysts or brown tumours), 
haemorrhagic necrotizing gastritis together with intense precipi- 
tation of calcium in the membranae propriac of the gastric mucosa. 
Calcium mctastascs were also found in kidneys and liver. Also 
luetic mesaortitis. Finally a parathyroid adenoma was found, main- 
ly composed of chief cells. The other three parathyroids arc said 
to have been normal. 

This ease may possibly be interpreted as a chronic hj^perpara- 
thyroidism complicated by a subacute final phase. Both the distri- 
bution of the calcium mctastascs and the haemorrhagic gastritis 
point in this direction. The latter resembles the gastric changes 
observed by Hveper (1927) in parathormone poisoned dogs. To this 
should be added that vomiting and asthenia form the main features 
ui the clinical picture as also in experimental parathormone 
poisoning (cf. Lowcnhnra und Ginsburg above), although the course 
was more prolonged here. On the other hand the haemorrhagic 
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gastritis may naturally have a different genesis. The diagnosis is 
as doubtful as in the cases reported by Daiuson-Slrulhcis and 
Lnbarsch-Hei'xliciine r. 


2. Mild acute hyperparathyroidism. 

Of special clinical interest in this connection is a case which 
has been exireme]y thoroughly described hy MorcUe in 1931. A 
woman aged 51 had for two months been suffering from fatigue, 
lack of appetite, nausea and slight pains in tlic epigastrium. Sud- 
denly, on the 2nd of Dec. 1933, persistent vomiting l)egan, ac- 
compained by severe pains in tlie epigastrium. She was admitted 
to liospital on Dec. 16th 1933: An examination revealed a resistance 
on the right side of the neck, tenderness all over the abdomen and 
signs of renal irritation (isolated white and red blood corpuscles 
in the sediment) as well as a mild leucocytosis in the blood. 1’ho 
sedimentation reaction was somewhat heightened. During tlic fol- 
lowing months the patient’s condition improved somewhat, but later 
on the fatigue and the nausea returned, and, in April 1934, the 
vomitings also. During the whole stay at hospital the patient had 
severe obstipation. TJie temperature was as a rule normal, but 
presented a few peaks towards 38*^ C. The sedimentation reaction 
gradually returned to normal. X-ray studies revealed delayed gastric 
and intestinal passage and also a diffuse moderate decalcification 
of the skeleton. Laboratory findings: Hypacidity, retarded elimina- 
tion of induced hyperglycaemia, hypercalcaemia (about 18 mg%), 
increased calcium excretion in the urine, negative calcium balance 
and hypophosphataemia (1.8 — 1.4 mg%). 

A parathyroid adenoma, 22 X 17 X 20 mm was extirpated. It 
consisted of eosinophile polygonal cells; here and there atypia. After 
the operation a mild tetania of short duration appeared but then 
the scrum values for calcium and phosphorus became normal' and 
the calcium balance positive. Nausea, womitings and abdominal 
pains disappeared and the obstipation grew much better. The 
patient’s gastric juice again contained free IICl and the number 
of leucocytes became noiTOal. 

The cases of acute hyperparathyroidi.sm which arc a vriori 
absolutely clear are the ones that have a rapid and lethal cour.so. 
MorcUc's case, however, can no doubt be looked upon as a subacute 
or chronic hyperparathyroidism with repeated, mild acute ex- 
acerbations, becausee its clinical picture agrees on the whole with 
the one obtained in acute parathormone poisoning in man and 
animal (cf. Loxvcnburg and Ginsburg above). In spite of the noji- 
Icthal course Morcllc's case has therefore been c|uoted here as an 
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extreme representative of a whole series of similar cases of hj’^per- 
paratliyroiclism of gastro-intestinal type (cf. Morcllc 1934, Gtihiian 
et al. 1934 and Halshofcr 1937), mostly for the purpose of clinical 
comparison with the undoubted cases of acute lethal hyperpara- 
ihoroiclism given below. 

3, Acute lethal hyperparathyroidism. 

The case which has earlier been observed by the present 
author {Mellgren 1936) was of the same gastro-iiitestinal type 
as i1/ore//c’s case but with a considerably quicker course and 
an autopsy finding not previously described, namely multiple 
thromboses. 

A woman aged 41, who had previously been healthy, was taken 
acutely ill with persistent vomitings, irregular mild pains in the 
epigastrium and increasing exhaustion. After a few days there was 
also a passing dry cough. After a week she was admitted to 
hospital. She was then tired and weak. The throat was slightly 
flushed. A systolic murmur could be heard over the heart and the 
blood pressure was 165/115 mm Hg. No other symptoms at the 
physical examination. Laboratory examination on admission 
showed: Erythrocytes 4.78 mills; leucocytes 14000 with 12200 poly- 
nuclear and 1800 mononuclear cells; hemoglobin 90 %; sedimentation 
reaction 53 mm in an hour; a faint trace of albumin but no sugar, 
urobilin or urobilinogen in the urine and a few leucocytes and 
erythrocytes in the urine sediment. — During the whole stay at 
hospital the temperature kept around 39® C. 

On the fifth day after admission she suddenly felt back pains. 
On the sixth day a laboratory examination showed: Erythrocytes 
4.97 mills; leucocytes 36900, with 92.5 % neutrophiles; hemoglobin 
100 %. In the afternoon she was cyanotic, the pulse rapid, the blood 
pressure 65 mm Hg., and the blood sugai' 0.19 %. She died the 
following day. 

The post-mortem examination showed numerous fresh thrombi 
in different parts of the vascular system, particularly in the 
kidnej^s. Further, a faint myocardial fibrosis was found and also 
widespread calcium deposits in the myocardium and in the tubular 
apparatus of the kidneys. No signs of inflammation or chronic 
changes in the kidneys were present, however. In addition to 
numerous thrombi the lungs presented small local areas of stasis, 
and in the latter here and there a mild catarrhal-pneumonic re- 
action. At first only one parathyroid was found. It measured 
17 X 15 X 11 mm and was composed of chief cell like elements 
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m compactly trabecular arrangement. The real nature of the 
enlarged parathyroid, and thus of the whole case, was not made 
clear until the microscopic examination. On this account the other 
parathyroids were not systematically sought for, the skeleton was 
not examined and the gastric mucosa was not microscopod. At a 
renewed investigation of the preserved material I found two more 
parathyroids, however. Aftci- fixation in formalin and embedding 
in paraffin they measured 7X4X4 and 9 X 4 X .'t mm re.spectively. 
Histologically they pi-csented somewhat differing picture.s. Thu.s, oiie 



Fig. ■/. 

Case L One of the non-aclenomatous parathyroids. Noi'mal ar- 
rangement of cells, which for the most part consist of normal- 
sized or slightly enlarged chief cells. Accasional water clear cells 
and small groups of oxyphiles. X 250. Htx, van Gieson. 

contained a fairly abundant amount of interstitial fat and its paren- 
chyma cells were arranged in little irregular heaps and trabeculae 
with only very sparse follicle formation. The cells were mostly normal 
sized or slightly enlarged chief cells (diametei-, medium 8.5i ± 1.85 
my) with rather few interspersed water clear cells and isolated 
little gi’oups of oxyphiles (Fig. 1). The other, larger gland was 
practically free from fat and consisted almost exclusively of water 
clear cells (diameter medium lO.i my). Tiic latter were mostly ar- 
ranged in heaps or columns with the eccentrically i)laccd nuclei 
facing the abundant surrounding capillaries, which gave the im- 
pression of glandular structure. Real glandular spaces or follicles 
were sparse and only rarely filled with colloid. (Fig. 2). 'I he stroma 
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Avas slender and scanty. In a very small area in one of the poles 
of the gland the picture agreed, however, with the one presented 
by the other parathyroid. 

In spite of some details lacking in the clinical and in the 
anatomical examination, the diagnosis must he considered 
certain. Obviously, the diagnosis of acute fatal hyperpara- 
thyroidism is supported partly hy the parathyroid adenoma 



Fig. 2. 

Case I. The larger of the non-adenomatous parathyroids. Water 
clear cells in pseudoglandular arrangement. Almost no interstitial 
fat. X 250. Htx, van Gieson. 

observed, partly by the conformity of the clinical picture and 
the calcium metastases with these conditions in animals 
poisoned by parathormone (cf. Collip 1925, 1926, 1927, Hueper 
1927 a. 0 .). 

The case is of particular interest because the clinical and 
anatomical pictures arc not blurred by findings other than 
the myocardial fibrosis and the bronchopneumonias. The 
former was extremely slight and can at most have contributed 
to the terminal circulation insufficiency. The bronchopneu- 
monias Avere few and quite smalt, and were onlj' present in 
local stasis areas peripheral to fresh thi'omhi. The broncho- 
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A cystic and partly calcified and necrotic parathyroid tumour 
was foiindA) The other parathyroids were not mentioned. 

Further finds were a »chronic tubular and glomerular 
iicphritis«, liepatic focal necrosis and calcification of the 
kidneys and myocardium »lo a marked degree, together with 
widespread evidences of injury lo connective tissue throughout 
all the organs. This was seen most conspicuously in the base- 
ment inenihrancs of the parenchymatous organs, associated 
with cell necrosis and calcification. Calcium deposits were 
also present in the stomach and lungs to a slight degree. 
There was widespread calcification of the media of arterioles 
in the heart, kidneys and lungs«. Nothing is said about the 
skclclon. 

The diagnosis of hyperparathyroidism with acute exacer- 
bation is indisputable in Hanes's case. As to the mode of 
death Hanes says: There is no evidence that this patient’s 
death was due directly to the kidney injury wiiich w’as 
present . . . Her sudden death suggested circulatory failiirc«. 
He maintains, however, that the anatomical myocardiac in- 
juries were not in Ihemsclves sufficient to explain death; 
a x>dircct« parathormone ])oisoning must also have contributed. 

Neither can Oliver's two cases of hyperparathyroidism, 
reported in 1039, be taken to be fully clear as regards the 
cau.ses of death. 

Case I: A w’oman, aged 57, suffered for six months from 
loss of slrcnglh and wxMght. During two weeks she had 
anorexia, increasing constipation, nausea and vomiting. On 
examination she was very drow\sy. Tcmi). 36.1® C. Blood pres- 
sure lGO/100. The urine contained albumin, occasional red 
blood cells and granular casts, numerous wdiite blood cells 
and hyaline casts. The ])aticnt became increasingly stuporose, 
with a progressive fall in blood pressure and a terminal rise 


) Jhis tumour is i*efcrred to by Oliver (1939) as »coinposed of 
chief cells«; rcgardiii^^ the cell type nothing is lo he found in Hanes's 
work (1039). 
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Oliver rightly considers that the clinical course and the 
extensive calcium metastasization, together ^vith the enlarge- 
ment of the parathyroids, allow the diagnosis of acute hyper- 
parathyroidism in both cases. He further supposes that in 
both cases death was directly due to the results of the acute 
hyperparathyroidism. This is probably true of his first case. 
In the second one, however, it must be remembered that the 
uraemia observed can have been due to the chronic renal 
changes, which were obviously not due to the parathyroid 
hyperfunction. 

ArnoWs case (1940) is of special interest as being the 
second published case where the section picture was dominat- 
ed by multiple thromboses. This case deals with a 40-year- 
old man, who had previously been healthy. He suddenly fell 
ill with persistent abdominal pains and constant vomiting. 
After a successive change for the worse and loss of weight 
during four weeks, he showed a poor general condition with 
peripheral coldness, irregular action of the heart and slight 
tenderness in the epigastrium. Three days later the laboratory 
examination showed: Sedimentation reaction 7 — 15 mm: 
hemoglobin 100%: albumin in the urine: many leucocytes, 
and a few ciythrocytcs and granular casts in the urine sedi- 
ment. A week later he became worse. The temperature, which 
prcviousl 3 ^ had fluctuated between 36.4” and 37.6” rose to 
38.5” C. and the pulse to 120. On the following day he died 
during increasing circulator^" insufficiency". 

The post mortem examination revealed multiple throm- 
boses in different parts of the vascular sy^stem, and two para- 
thyroid adenomas, one measuring 60 X 30 X 30 mm and the 
other 18 X 9 X 6 mm. Both consisted in the main of two types 
of cells, elements resembling normal chief cells and such 
as were of water clear cell type. Generally the cells were 
greater than the corresponding normal types, and often 
atypical in form. The cells were arranged in irregular columns. 
In addition, the large ademona was partly cystic and showed 
many infarcts. Only two other parathyroids were found. 
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14 X 8 X 4 and 1] X 4 X 2 mm in size, chiefly composed of 
slightly enlarged chief cells, the greater part of flicm arranged 
in glandular or rosette formations and follicles. Many nuclei 
of the parathyroid cells, as well as those of the adenomas, 
contained calcium. 

There were further found a general osteoporosis (no 
histological examination), widcsi)rcad calcium melastascs in 
most of the organs (myocardium, kidneys, lungs, trachea and 
bronchi, stomach, duodenum, pancreas, liver, thyroid, vessels 
and skeleton muscles) and calcium gravel in the renal pelves, 
and also slight arteriosclerosis. Finally, there was glome- 
rulonephritis chronica, healed TBC in the right lung tip, a 
scarified and healed duodenal ulcer, nodous colloid struma, 
infarcts in the liver and necroses in the pancreas. . 

Arnold maintains that the acute hyperparathyroidism in 
his ease was probably set up by the chronic glomerulone- 
phritis. 

Sinilh and Coke's ease (1940), which dealt with a 44-ycar~ 
old woman, is also remarkable by reason of multiple throm- 
boses. The patient had suffered from bone pains and con- 
stipation for two years; a limp developed and the thighs 
became slightly bowed. She was admitted 8/8 1939 for ab- 
dominal pains, vomiting and constipation. After some days 
free from discomfort the abdominal pains and vomiting 
recurred and drowsiness set in. She died 24/8. Laboratory 
examination had revealed a little albumin and a few ery- 
throcytes and leucocytes in the urine. Blood (24/8): Count 
normal, sugar 85 mg%, urea 155 mg% and calcium 23 mg%. 

Summary of post mortem examination; A chief cell para- 
thyroid adenoma (25 X 20 X 20 mm; the other parathyroids 
not mentioned). Generalized osteitis fibrosa. Widespread 
calcinosis in the kidneys and pancreas (no calcium revealed 
in other organs; no special staining technique used). Multiple 
thromboses in the kidneys with stasis phenomena, and in the 
l>ancrcas with block necrosis of gland and interstices and 
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slight inflammatory reaction of lymphocytes and poijmuclear 
cells. Heart small with dilated right side and lung congestion. 
No evidence of chronic renal damage. 

Smith and Cooke rightly suggest that death in their case 
was due to an acute crisis supervening upon chronic hyper- 
parathyroidism. 

II now remains to review the case recently observed by 
the author. 


Case report. 

Case IL Autopsy 420/11. Woman aged 51. 7 brothers and sisters, 
of whom one had had gastric ulcer and two had had gastric trouble 
of unknown kind. 

The patient had had a goiter since childhood. From the age of 
24 (1914) she had increasing, periodic, gastric trouble: Pains in 
the epigastrium about ^2 an hour after meals, sometimes with 
vomiting after food and pyrosis. She was treated for this several 
times at the Academic Hospital in Upsala, the first time in 1916 
under the diagnosis »Dyspepsia«. 

From status 1916: Thyroid diffusely enlarged, soft. Circumference 
of neck 33 cm. Abdomen: Some teiaderncss when pressed to the left 
in the epigastrium and over the left iliac fossa. No occult blood 
in the faeces. Test meal: Congo -h? Total acidity 25. No lactic acid. 
X-ray of stomach normal. Nothing of interest otherwise. 

Again admitted 1933. From stains: Thyroid moderately enlarged, 
soft. Circumference of neck 36.5 cm. Abdomen: Tenderness to the 
right of the umbilicus. Blood: Hb 95 %. No occult blood in the fmces. 
Fractionated test meal: Total acidity 65, free HCl 45. X-ray of bile 
ducts: No sure contrast filling of the gall-bladder. X-ray of stomach 
normal. Nothing of interest otherwise. 

With ulcer diet, the stomach troubles were mitigated or dis- 
appeared for short periods (maximum 1 year). After 1931 there was 
periodic shortness of breath; otlierwise no heart trouble. 

She was fit in the summer of 1911. From about the 15/9 1941 
she grew rapidly worse: Increasing vomitings after all food, only 
slight abdominal pains, very constipated and progressive loss of 
flesh. She was in bed since the beginning of October. 

She M^as in the Medical Dept, of the Academic Hospital in Upsala 
from 29/10 1941. From status on admission: Tired. Cyanosis of the 
lips. No dyspnoea or oedema. Superficial lymph glands: Size varjing 
from a pea to a bean, not tender, at the angles of tlie jaw in the 
axillae and groins. Thyroid: A firm resistence is palpated on the 
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right lobe, the size of a hazel-nut. Thyroid otherwise somewhat 
enlarged. No thyrcoto.xic symptoms. Lungs normal. Heart: 3 -f 9 cm. 
Faint, soft, systolic murmur at the apex. Blood pressure 170, ''120 mni 
Hg. Abdomen: Soft, somewhat tender in the middle of the epi- 
gastrium, otherwise normal. Befle.xes normal. Laboratory ex- 
aminations: Blood: Hh 98 %. Erythrocytes -i.8 mills., leucocytes 
8000, og which 7000 were polynuclear and 1000 mononuclear. S. B. 
9 mm/1 hr. Urine: Specific gravity 1.008; no albumin, sugar, urobilin 
or urobilinogen; sediment normal. Fractionated test meal: Free 
HCI 0, total acidity 40. 

Tiic 1/11 she was restless and confused. From the 3/11 there 
was jaundice and increasing apathy; she was only witli difficulty 
able to answer when addressed. From the 4/11, albuminuria, and 
urobilin and urobilinogen pos. in the urine. On the 4/11, the blood 
pressure Avas 120/80 and N.P.N. 95 mg %. The 5/11 N.P.N. 103 
mg %, Meulengracht 27, blood sugar 160 mg %, Cl 344 mg %, NaCl 
5G7 mg % and S.R. 23 mm/1 hr. The temperature, which had 
previously remained subfebrile at the clinic, rose during the 4/11 
and 5/11 to 38.4^ with simultaneous rise of the pulse to 120. In 
spite of nicetamide, tonocard, insulin and glycose given subcutan- 
eously, tlic patient died the 5/11. 

The autopsy was made 21 hours later and showed as follows: 

Slight jaundice. Calvarhnn, cerebral vicvihrnnes, brain and basal 
cerebral vessels normal. Basal sinuses contain cruor clots of un- 
usually firm consistency. The cardiac sac contains 30 cm^ of clear 
yellow liquid; surfaces smooth. The heart of normal size and shape 
and fairly firm consistency. Here and there on the back of the 
heart the flesh apjiears through the pericardium as though covered 
uith a gray-white powder. The heart cavities contain clots to the 
usual extent, but they are practically exclusively cruor clots of a 
considerably firmer consistency than usual. All the heart cavities 
arc of usual breadth and wall thickness. The valves and orifices 
of the right heart are normal. The mitral orifice will hardly admit n 
fingcj*. Alojig the terminal boj*ders of both valves these is a garland 
of about five extremely fragile, light-red, verruciform modules, the 
largest the size of a small grain of rice. The borders of both valves 
arc moderately thickened; tlm chordae tondincac arc shortened and 
thickened. The aortal orifice is of usual width. No depositions. Jhe 
terminal borders of adjacent valves grow togcllicr several min. I he 
valves otherwise are normal. TJie endocardium in the left auricle 
is distinctly thickened and milk-white. The endocardium otherwise 
is normal. Both auricles are filled with fi’agile, dark graj'ish-red 
thrombi, partly adJiering to (lie wall. The foramen ovale is closed. 
The coronai’v vessels are wide, witli normal intima ainl without 
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pntlioiogical confoiit. 1'ho cardiac flesh is ovcM’ywlioro speckled witli 
•M'ay, dry, as though i)o\vdored, and with llic well-defined powder- 
grains collected here and there \\\ conglomerates at most the size 
of a pin*s head. The flesh is rather more fragile than usual. 

In (he venous .v{/.vfrm dark grayish-red, fragile throm])i, not 
adlioring to the walls, are met with in several places, as in the 
vena renalis sin., completely obturating it and witii a cm long 
(ail reaching into the vena cava; further, tliromhi of several cm 
in length in the venae hypogastricae communes on Iiotlj sides, and 
in the venae foinorales on l)oth sides; smaller thrombi in several 
places in the plexus vaginalis and the plexus haemorrhoidalis, and 
one the size of a grain of rice in (he sit\us caveriiosus sin. 

The laripLT is normal. In the tracheu and (he larger bronchi 
there is a moderate amount of cloudy, yellowish mucus. The 
ineinhraiics are slightly reddenetl. The pnlmonanj sues are normal. 
7’hr hnif/.v murrosco]>icaUy normal except for a slight yellowish 
discoloration. The section surfaces flow with clear serum. 

Toiujue, phnriins, ovsophatjns and ]ieritonetnn normal. The 
stomach is of usual size atul shaj)e. The mucosa is pale, grayish- 
white, and is marktal like shagreen within the whole of the corpus 
portion. The duodennl mucosa immcfliately distal to the t^ylorus 
is contracted with a .scarred surfat'c over an area the sizj* of a 
finger tip, and intimately connected with the underlying muscle. 
The large and small int(*stines are normal. 

When thr /;aff-hhiddrr is i^inched, a mucose. colourless litpiid 
conies out of tlie papilla Valeri. 'Die gall-hladdor is rather largo 
containing a colourless mucous and ahont U) y(»llow-white, faceted 
stones, about (ho size of a pea. 'riu' mucosa of tlu» gall-bladder is 
smooth and white. In the cystic duct a similar stone, the size of a 
pea, is wedged; tlie stone tiraclically entirely obturates the lumen 
of the duct. The choledochous and (lie hejialic ducts are free, of 
usual width willi mucosa colon by bile. 

The liver is somewhat small, of normal shape and consistency, 
hut cousiderahly more yellow than usual. The ca]>sule is smooth. 
The .section surface shows Itore and there a slightly stronger marking 
of the lohule.s. The pancreas is congested hut otherwise normal. 

The tonsils are atrophic. 

Tiie loft lobe of the thyroid is barely the size of a hen's egg. 
smooth and firm. The cut stirface is gray-hrown and glassy. The 
nght lobe is only slightly larger (hati normal and is otherwise like 
the loft one. 

l^aratbyroids: On the site of the right upiier parathyroid, (hero 
is a formation, well marked off from (he thyroid, the shape of a 
plum. It measures [10 X 21 X 20 mm. Its upper t^<^ie is occupied by 
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grayisli-rccl, fragile thrombi, which do not adhere to the vessel walls. 
The parenchyma is a pale grayish yellow. The renal j)clvis, vreters 
and bladder are normal. 

The ovaries arc atrophic, slightly gyrate. The tubes are normal. 
The uterus is small, firm, of usual shape. The mucosa is thin and 
pale. 

The bone system: The cranium is normal. The vertebral bodies 



can be sawn through more easily than usual; have an extremely 
thin cortical, loose spongiosa with marrow of usual colour. In one of 
the lower lumbar vertebrae is a soft brown patch on the sawn surface, 
the size of a pea. The ribs break with utmost case. Their marrow 
is macroscopically normal. The breast bone and alae os. il. are 
sawn through more easily than usual. The femora are’ sawn 
through to their entire Icnght. The upper epiphyses and dia- 
phj'ses are normal. In the central part of the right lower femoral 
epiphysis, an area of spongiosa the size of a child's hand is compact 
and pale with a brown lint; it is also permeated with scattered, 
soft, intensely brown patches up to the size of a pea. In the left 
lower femoral epiphysis, there is a similar focus, the size of a 
finger-tip. 

Microscopic examination: The formation on the site of the upper 
'i'^Ohi parathyroid shows a nodous structure. Fine strands of con- 
nective tissue project from the thin, continual capsule into the 
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parenchyma, dividing off large lobes. Within these lobe.s, again, the 
parenchyma forms in several places small, rounded nodules, which 
are not as a rule incapsulatcd by connective tissue (fig. ;i). i„ „ 
number of the jiodulos the parenchyma e.vliibits a marked glandular 
or pseudoglandular sti-uctui'c. Thus the cells arc mainly arranged 
into rosettes or follicles, which nevcrlheless only occasion.ally enclo.se 
a minimal lumen, filled with colloid. The single cells are fairly 







Fig. o. 

Case 11. From tiie- adenomatous parathyroid. Part of (lie noduiiis 
corresponding to llie left pari of fig, 4. Hypertrophic ci\icf cells 
in pronounced glandular arrangement. X 270. ITtx, van Gioson. 


uniform, about 10 X 14 iny large, polygonal with foamy faintly 
eosinophilc protoplasm and rounded, irsually hasally situated nuclei, 
about 7 X 7.5 my large, wliich display a dose, jjilerfwij)cd diromafjn 
network (figs. 4 and 5). 'J'l io.se cells must therefore ])c regarded as 
hypertrophic chief ccll.s (rosc-i’cd cells). A more atypical tis.siie is 
for the most part found imind the nodules. Its boundary seems 
sometimes to be sharp, ])Uf a narrow ti’ansition zone is found 
almost everywhere (fig. 4). 1'his atyi)ical ti.^^suc also forms (lie greater 
part of the largest lobe. The (issue con.si.sts of a close, irregular 
mosaic of parencliyma cells, whicli in (lie main recall cliief celts. 
'i’Jie cells vary greatly in size. Jiou*ever, fj*om aliout 4.5 X 1.5 my 
to about 19 X 93 my, and are as a i*ule considerably larger than 
normal chief cells. They have a faintly eosinopliile. foamy ])rolo- 
plasm, which in se\eral j)Iaces is \JicuoIizcd. The nuclei \nr.v iJi 



size from 4X4 iny to 10 X 12 my. They arc usually round or 
oval seldom knobby or rod-sliapod. A ninnJ)cr of nuclei have a 
(lolicato chromatin network, otliers are pyknotic. Xo miloses. All 
parenchymal parts have a spai’se connective tissue stroma, with 
numerous capillaries. In the centre of the largest lobe ai-e extensive 
liaomorrhagcs. In a preparation stained with Sudan, the parenchyma 
cells contained ahundant red-stained drops over only (|uite small 
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Fig. fi. 

Case II. From the adenomatous i>arathy!*oid. Area corresjionding 
to the 7*igbt. part of fig 4; atypical chief cells in close mosaic. 
X 270. Ht.v, van Gieson. 


areas. For the most ])art they are free from fat or contain at most 
occasional, extremely fine granules of it. Xo interstitial fat. 

The left upper pavutlnjrnid: Moderate fat infiltration. The cells 
are arranged almost thi’oughout in small follicles oi* garlands, with 
nuclei hasally; occasionally they surround a minimal lumen, which 
sometimes contains a small drop of colloid, TIio colls are almost 
without oxc(*))tion chief cells measuring on an average fl.t X 11 my; 
the smallest are about 7X0 and the largest 12 X Ifi my. Their 
nuclei vary very little in size and measure on an average o.O X G.G 
my. It is possil)ie to find a few wiitei* clear cells and some single 
oxyphilos. A fail* abundance tiiroughout of fat-stainahlo granules in 
the parenchyma cells. In two places in tlio adipose tissue outside 
the gland, small groups arc found of about ten rounded glandular 
f^paces of about 20 to GO my in diameter. The groups lie near the 
vessels of the parathyroid. The separate glandular spaces or follicles 

4V 



716 


are surrounded hy fine strands of connective tissue and arc n\ad(' 
up of cubic or polygonal epithelial cells in single or double layers 
The epithelial cells bear a sti'iking likeness to the chief cells, although 
they are rather lai-ger as a rule, with a larger and more porous 
nucleus tlmn normal chief cells. (Fig, 7). 

Left loiacr Vttratlajrohl: There is less fat infiltration and a less 
marked glandular structure in the central parts, hut otherwise it 
is like the left upper parathyroid (fig. 8). 



Fig. 7. 

Case II. a. part of the left lower parathyroid, b. groups of rounded 
glandular spaces beside (he vessels of the gland. X C3. Iltx, 

van Gieson. 

night loioer jxn'citliijroid is like the left upper one (fig. 0). 

The posterior lobe of the 'pitidlonj gla7i(l is normal. Tlie anterior 
lobe contains fairly largo numbers of pale granulated hasophilcs 
and numerous degranulatcd basophiles according to Kraus. Other- 
wise nothing worthy of notice. 

ThxjrouJ: Xous colloid struma with moderately large follicles 
invested with low epithelium. The colloid is even; in Kraus — 
stained slides it is prepondcratingly blue hut distinctly red over 
small areas. The stroma is sparse without lymphocyte infiltrate. 

The suprarc 7 }als are like one another: The cortex is fairly broad 
and poor in li 2 )oicl, the marrow is normal. 

In the adipose tissue lobes on the site of the thymus there are 
quite small remains of thymus tissue witii numerous Ilnssalls 
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Fi(f, tV. 

Case II. Kroin tlio loft lowor parathyroid. Sliglit fat infiltration 
and glandular or i)soudoglandnlar tadl arrangcnxMit. Almost ox- 
clusively slightly onlargiMl rhiof ndls. X 2o0. Hlx. van Gioson. 
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Case II. From tho right lowor ])aratliy!’oid. 1’ho glandular structuro 
is very pronovmood. Almost on ti roly slightly enlarged chief cells. 
X 2r)(). Iltx. van Gioson. 



71 S 

corpuscles. The nvancx are slightly fibrosiml willjoiit priuionlial 
ovula, follicles or corpora lutoa. 

Heart: In a scciion from the left auricle tliere is liero and tliere 
a powdery calcification in the inner layer of tiie eiulocardiunu The 
myocardium shows everywhere, and especially in tlie left chainh(‘r 
numerous small groujjs of liighly calcified himdles of muscles. Tliere 
is no cell infiltration. The eJastica interna of the inyocardiae vessels 
and tlie adjacent parts of the iutimu ami media arc very calcified 
in several places (fig. 10). 



Fig. W. 

Case II. Calcification of muscular fibres and ^esseI.s in the myo* 
cardium. X 56*. von Kossa’s calcium reaction. 


lAUiffs: There is acute stasLs, oedcnia in patche.s and broncliO' 
pneumonia over quite small ai*eas. Here and tiiorc there is calci- 
fication, partly in the alveole walls, partly suhopithelially in the 
bronchi walLs and partly, finally, in the intima of the jiiilinonary 
vessels (fig. 11). A fresh throm])u.s can he .seen in a .small pulmonary 
vein. 

Fiduegs’: Tlio picture is dominated by calcification. Th\is 
numerous canals have calcified basal membranes; many also have 
calcified epithelium, and some few contain gt'a miles of calcium in 
the lumen. There are small calcium patches in occasional glomeruli 
and glomerulus capsules. Further, occasional quite ,‘^inall groups 
of hyaline glomeruli aj*e seen, suiToundod hy a somewhat fibrosized 
stroma with small, sparse masses of round cidls and one or two 
hyaline arteriolus. Tiie great majority of gioinentii and artcrioli 
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Case II. Calcification in the alveolar walls of the lung. 
X 5G. von Kossas calcium reaction. 


Case II. -Calcification in 
No chronic changes. 


Fif/. 12 . 

the kidney. Glomeruli on the whole normal. 
X 56. von Kossa’s calcium reaction. 
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are nevertheless normal, as are also the larger arteries. In several 
places there are fresh, obturating thrombi in the veins, which have 
normal walls. The absence of calcification in the vascular walls of 
the kidney is remarkable. The stroma of the renal medulla has been 
slightly coarsened by fibres. Only one or two of the medullarv 
canals contain small calcium squamae (fig. 12). 



Fig. 13. 

Case II. Calcification in the cleejD parts of the gastric mucosa and 
in the walls of small vessels. X 50. von Kossa's calcium reaction. 

Stomach: The deep parts of the mucosa’s delicate stroma are 
eveiywhere subjected to a close precipitation of calcium granules. 
The elastica interna and intima of a number of fine arteines and 
veins between the muscularis mucosae and the muscularis arc 
calcified (fig. 13). Liver: Slight stasis. In patches there is just a 
little bile pigment in the hepatic cells and the stellate cells, and 
occasional fine, intra- and inter-cellular bile thrombi. No calcium. 
Spleen: Stasis and moderate pulpal fihrosity. No calcium. 

Bone system: Focus in the right lower femoral epiphysis: The 
marrow of the hone is fibrous. Osteoclasts are found here and there, 
within lacunae, close by the sparsely lying and abnormally narrow 
hone trabecules, which have lamellar structure almost tliroughout. 
Foi' the most part, however, the bone ti’abecules are enclosed by a 
single layer of endotheliumdike cells with narrow nuclei. Only oc- 
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casional, small parts of the trahecules have no lamellar slructuro 
and arc surrounded by numerous osteoblasts. There are numerous 
rounded »giant cell tuniours« of 1—2.5 mm in diameter, indistinctly 
demarcated and formed of fibrillary tissue with a great iiumljor 
of polygonal or rounded cells, the last rich in protoplasm, and 
niultinucleated giant cells of epuloid type. Haemorrhages and iron 



Fig, /4. 


Fi'om (he right lower femoral epiphysis. Osteitis fibrosa with »giant 
cell tumoar« to the left. On the boundary-line of the tumour can 
he seen small, newly formed, non-lamellar bone trabeculos. 

X 60. Htx, van Gieson. 

pigment liere and there (fig. 14). The focus in the left lower femoral 
cpipljysis resembles that in the right femur. The bodies of tlie 
vertebrae agree one with the other. The marrow is mainly ordinary 
cellular marrow with small interspersions of fat colls. The cortex 
is thin, in several places perforated. The bone trahecules of the 
spongiosa are everywhere very far apart, and are al)norinally nar- 
I'ow, lamellar almost throughout, and have numerous lacunae with 
osteoclasts. Onlj" occasionally are there small, non-laniellar 
depositions and osteoblast seams. Here and there also narrow seams 
of fibrous marrow round the bone trahecules and in the haversian 
canals are seen. In the vertebral body of L5 a »giant cell tumoin-« 
JS met with, (he size of a pea. resembling those in (he femurs. 
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The rihs display in principle the same pictures as tlio vcrtohrac. 
but no »tumours«. 

Summary of the case report: A 51-year-old woman willi 
struma since childhood, ulcer troubles from the age of 24 
and periodic shortness of breath from the age of 41. After 
a period free from symptoms, they set in acutely. After six 
weeks’ increasing vomitings, slight abdominal pains and tired- 
ness, the clinical examination showed prostration, lip cyanosis, 
a palpable resistence the size of a hazel nut connected with 
the right thyroid lobe, a systolic murmur over the heart and 
slight tenderness in the epigastrium. The temperature was 
subfebrile, sedimentation reaction 9 mm/1 hr. and blood pres- 
sure 170/120. Slight leucocytosis and no free hydrochloric 
acid in the gastric juice. Slight jaundice, further exhaustion, 
and albuminuria gradually' set in. With values for temi>era- 
ture, sedimentation reaction and N. P.N. rising, and with high 
values of sugar. Cl and NaCl in the blood, she died from 
circulatory insufficiency' after seven weeks of illness. 

The post mortem examination revealed a parathyroid 
adenoma, 30 X 21 X 20 mm in size, and composed partly of 
hypertrophic chief cells in glandular arrangement, partly of 
similar but more atypical cells in a close mosaic (figs. 3, 4, 5 
and 6). The other parathyroids measured 10 X 4 X 3, lOX 3 
X 3 and 6 X 2.5 X 2 mm; histologically slightly enlarged chief 
cells prevailed almost entirely in a marked grandular ar- 
rangement (fig. 8). Further, there was a strong general osteo- 
porosis with slight, extended osteitis fibrosa changes (fig. 14) 
and widespread calcification in the myocardium, lungs, kid- 
ney's and stomach (figs. 10, 11, 12 and 13). A striking element 
in the section picture was the presence of numerous fresh 
thrombi in widely' separate parts of the vascular system. 

There was finally' established a chronic endocarditis of 
the mitral valve with verrucous exacerbation, general acute 
stasis and a slight pulmonary oedema, small bronchopneu- 
monias, cholelithiasis with an obturating stone in the cystic 
duct, bile thrombi in the liver and slight general jaundice, 
a scar after a duodenal ulcer and a nodous colloid goiter. 
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TJic cnsc is coini)ncnlc(l by llic many and ])robably in- 
dcpcntlcnl artcclions wliicli appear in Ihc palho-analomical 
finding. The banal nodous colloid goiter, which has plainly 
been there since childhood, can conscciuently he regarded as 
a secondary finding, of no importance to the clinical course. 
On the other hand it is of course i)ossible that the goiter, like 
the paralhyroid enlargement, are signs of a general i)rolifera- 
lion tendency in the endocrine organs. The scar from the 
ulcer, further, can lie linked ii]) with the patient’s stomach 
trouble earlier, but has jilainly nol played any part in the 
latest phase of the disease. 'Fhe gall-stones have possibly con- 
tributed to the ])rcvious chronic gastric trouliles. Since the 
terminal jaundice was plainly an obstructive hepatic jaundice 
(bile thrombi in the liver), it is nol unnatural to suppose 
that it was caused by a passing stone. 'I'lie endocarditis, 
finally, explains the ])atienl’s ten-year jicriodic shortness of 
breath and probably contributed to the slight rise in the 
temperature as also to the circulatory insufficiency during 
the last illness. 

There then remains the last acute phase of the illness, 
dominated by increasing vomitings and exhaustion, and the 
palho-anatomical findings from the jiarathyroids and bone 
system, the extensive calcium melastases and the multiple 
thrombi. The foregoing survey makes it clear that these ob- 
servations justify the diagnosis of acute lethal hyperi)ara- 
Ihyroidism. It is less certain if an element of chronic hyper- 
parathyroidism is reflected in the section findings, for it is 
doubtful whether the hone changes observed have arisen in 
the short lime of seven weeks during which the acute 
symptoms set in. This question can nol l)e determined with 
certainty, as osteitis fibrosa often, and i)erhaps usually, runs 
its course for a lengthy period without subjective symptoms 
(Halshofcr 1937). On the other hand, many sure cases of 
chronic hyperparathyroidism are known which showed 
symptoms for a considerably longer time than the case here, 
and which in spite of Ibis had less ])ronounced bone changes 
(Colby 1934; AlhrigliC Bainl, Cope and Bloomberg 1934: 
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(ktstlenum and MuUorij 1935). Supported by a large mateiial 
of chronic cases, Albright and co-workers also maintain 
(1934: 2) that marked osteitis fibrosa is rather a sign of long 
duration Uian a hasty development of hyperparathyroidism. 
It is therefore very probable that the bone changes obsei’ved 
in my second case, are signs of an earlier chronic and latent 
period of the disease. 


Discussion. 

In the previous pages seven certain cases of acute hyper- 
parathyroidism or possibly chronic hyperparathyroidism with 
acute exacerbation have been cited — namely those of Mell- 
gren I (1936), Hanes (1939) Oliver I and II (1939), Arnold 
(1940), Smith and Cooke (1940) and Mellgren II (recorded 
above). For the purposes of clinical comparison I have also 
given Lowenbiirg and Ginsbiirg’s observations (1932) of ex- 
perimental liarathormone intoxication in the human subject 
and Morelle's case (1934) of subacute hyperparathyroidism 
with gastro-intestinal symptom picture. The main data are 
collected in table 1. 

The clinical picture of acute hyperparathyroidism such as 
it can be obtained from the table differs but little from the 
picture already pointed out by Oliver (1939). The picture is 
thus dominated by asthenia and, as a rule, vomiting and 
abdominal pains, all or these symptoms gradually increasing. 
In contrast to Oliver’s supposition, it is found that consti- 
pation and loss of weight, though usual, are inconstant 
symptoms, as are also bone pains and fever. Albuminuria 
and impaired renal function can probably, on the other hand, 
be regarded as characteristic of the sjmdrome, although some- 
times they did not appear until the end {Mellgren II). The 
terminal circulation insufficiency also seems to be typical; 
Oliver (1939) has rightly put forwai;d disproportionate tachy- 
cardia and progressively falling blood pressure. 

Unfortunately, the blood calcium and phosphorus have 
been investigated in all too few of the acute cases for definite 
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Gutman 19;^4, Movcllc Snapper 1040, and others); the 

acute Jiypcrparalhyroidisin constitutes often, and perhaps 
ahvays, an exacerbation of a chronic one (cf. the cases of 
HanCs^, Smith and Cooky and also Mclhjrcn II). The diagnosis 
nuist therefore build on the same investigations as in hyper- 
parathyroidism in general, i.c. first and foremost on chemical 
blood investigations. As Hanes stated, the diagnosis can some- 
times be given on the characteristic X-ray picture of the kid- 
neys wliich is produced by calcium deposition. 

The pathological anatomy in the acute, exacerbating lethal 
cases of hypcr])arathyroidism .is dominated l)y j)arathyroid 
hyper])lasia, widespread calcification and, in four of tlie seven 
eases, multiple thromboses. As has already been contended, 
a major part of the skeleton changes — osteoporosis or 
osteitis fibrosa — found in some of the eases arc probably 
the result of a previous ])hasc of the disease. 

The calcium melaslases in the acute lethal cases arc 
remarkable for their spread to organs where they arc only 
seldom observed in chronic, non-exacerbating hyperpara- 
thyroidism (heart, lungs, stomach, etc.). 

The widespread thromboses constitute an absolutely sjmei- 
fic element in the pathology of the acute exacerbating lethal 
hyperparathyroidism, hardly ever seen in any other condition. 
In my ease I (Metlgren H)3()) - - probably the first one of 
this kind recorded ~ there were about ten thrombi the size 
of a grain of rice on the chordae lendineae in the right 
cardiac chamber, large numbers of thrombi in the fine 
pulmonary arteries in all i)uImonary lobes, an obturating 
thrombus in the right renal vein, smaller thrombi in the left 
renal vein and numbers of them in the left interlohulares and 
arcuatac of both the kidneys. All the thrombi were fresh. 
In /IrnoW’s ease (1040) there were fresh thrombi in the 
pulmonarj^ arterial l)ranchcs on both sides, in numerous renal 
arterial and venous branches in the kidneys on both sides, 
in many portal vein l)ranches in the liver, in the pancreas, 
in one parathyroid adenoma and in several veins of the up- 
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per leg and pelvis. In Smith and Cooke’s case (1940) early 
thrombosis was found in some of the veins of the renal 
pelvis, and at the junction of the cortex and medulla, and 
in a few smaller arterioles and capillaries of the kidneys, 
as well as early venous thrombosis of the pancreas. In my 
second case, finally, early thrombosis was found in both 
auricles, in a smaller branch of the one pulmonary vein, in 
large numbers of small veins in both kidneys; a large fresh 
thrombus obturated the left renal vein and fresh thrombi 
were also found in the femoral veins, the hypogastric veins, 
the plexus haemorrhoidalis and the sinus cavernosus sin. 

There can be no doubt that these thrombi, observed also 
in vessels without histological wall changes [Mellgren I and 
II), indicate an intensive thrombosis tendency in the blood. 
That this ihrombo-diathesis is a fundamental in the patho- 
logical anatomy is shown by the fact, already mentioned 
above, that Hiieper (1927) found multiple thromboses in dogs 
with parathormone poisoning. 

The cause of the thromho-diathesis is not certain. Hueper 
(1927) assumed that the highly increased blood calcium aug- 
ments the coagulability of the blood and in this Avay favours 
the formation of thrombi. It is a w'ell knowm fact with regard 
to the human subject also that parathormone increases the 
coagulation tendency of the blood parallel Avith the raising 
of the blood calcium level [Cantarow and others 1926, Bume 
and Lia 1932, Lowenburg and Ginsburg 1932, Marx 1933, and 
others). As I have said earlier on {Mellgren 1936), the raised 
blood calcium is probably not the only cause of the diathesis. 
The increase of the blood’s thrombokinase, Avhich W'as found 
by Bume and Werber (1932) after parathormone injections 
on rabbits, may be a further factor of importance. 

One of the most characteristic findings in parathormone 
poisoning of dogs is a strong terminal increase of the general 
concentration of the blood {Collip 1925: 1 and 2, 1926, 1927, 
and others); Cantarow and co-workers (1926) have found 
a tendency to increased blood concentration in human heings 
already after injections of small amounts of parahormonc. 
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The same phenomenon probably also sets in with spontaneous 
acute lethal liypcrparalhyroidism in the human subject. Thus 
the number of erythrocytes and the hemoglobin value rose 
Icrininally in my first ease, and in my second high values 
for Cl and NaCI in the l)lood ^vere found terminally. An 
increase like this of the blood’s concentration — and there- 
with of its viscosity — can in itself be thought to contribute 
lo the formation of thrombi. 

Granted tlial the pathogenesis of the thromho-diathesis is 
obscure, it nonetheless seems clear lliat the multiple thrombi 
in widely separate parts of the vascular system must play 
a decisive part in the fatal issue. This should be observed in 
the trcatineni. It is plainly rational, while wailing to operate, 
to administer Ii(iuid intravenously, as Lowcnbiirg and Gins- 
Imrg (1932) tried out successfully in experimental parathor- 
mone poisoning in the human subject. It may be that 
heparine, too, has a part to play here. 

In three of the seven acute lethal cases, no thromboses 
are recorded. In two of these (TIancs and Oliver I) the prob- 
ably immediate cause of death was circulatory insufficiency, 
probably due lo the myocardial calcification, and in one 
{Oliver II) it was uraemia. 

As to the parathyroid hyperplasia recorded in the acute 
lethal eases, no consistent divergence from the conditions in 
nonexacerhating chronic hyperparathyroidism can be ad- 
vanced, Thus Hanes (19«H9) found a ^^parathyroid tumour« 
and Oliver (1939) as Smith and Cooke (1910), record chief 
cell adenomas in their cases, but nothing is said of the other 
parathyroids. The cases mentioned can thus be explained as 
examples of over-functioning ie'primary^ adenomas according 
to Castleman and Mallonys classification (1935 and 1937: 
cf. Introduction). 

On the other hand, the parathyroid changes in both my 
cases, and also in that of A moldy differ distinctly from Castle- 
man and Mallory^s schema. 

Arnold (1940) has rightly maintained that in his ease 

Acta path. Vol. XV, *1. 


46 
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the chronic glomerulonephritis recorded was probably the 
primary change, and the cause of the hyperparathyroidism. 
It is therefore interesting that he found not only two hyper- 
plastic parathyroids of the type Castleman and Mallory take 
as distinguishing secondary »renal« hyperparathyroidism, but 
also two adenomas, which did not differ histologically from 
the socalled »primary« parathyroid tumours (hyperplastic and 
atypical cells). It must surely be assumed, with Arnold, that 
the adenomas also were secondary to the kidney damage.^) 

On the other hand, hoth my cases, as well as having ap- 
parently primary adenomas also had hyperplastic changes 
of the remaining parathyroids, despite the absence of chronic 
renal changes. Thus, in my first case one of the macroscopic- 
ally normal parathyroids was built up almost entirety of water 
clear cells, and had no interstitial fat; in the second case all 
three non-adenomatous glands were fairly large (10 X 4 X 3, 
10 X3 X 3, and 6 X 2.5 X 2 mm), and differed histologically 
from the normal picture by marked glandular and pseudo- 
glandular structui'e( cf. Castleman and Mallory 1935 and 

1937) , and by a preponderance of slightly hypertrophic chief 
cells, while there were practically no oxyphile cells and the 
interstitial fat was scanty. 

A comparison with Bergstrand's works (1921, 1931 and 

1938) is of value to a correct assessment of these observations, 
for Bergstrand has observed cases of hyperparathyroidism 
with apparent renal genesis where the parathyroids were very 
large and showed the same picture of adenomatous para- 
struma as the »primary« parathyroid enlargements. This is 
plainly the parallel to Arnold’s observation, cited above. Berg- 
strand also observed cases of renal hyperparalyroidism with 


^) The opposite possibilitj^, i. e. primary adenoma with lij^er- 
parath 5 '’roidism and renal calcification with secondary renal in- 
sufficiency — which in its turn leads to hyperplasia of the remaining 
parathyroids — has been put forward by Johnson (1939), and also 
by Downs and Scott (1941). This possibility cannot however appty 
to Artiold's case, where glomerulonephritis was the fundamental 
cause of the renal insufficiency. 
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multiple adenomatous new growllis in several of the para- 
llivroids but lying in an otherwise nnallerccl parenchyma. 

On the other hand, Dcrgsiraml found in several cases of 
apparently primary i)arathyroid enlargement changes of para- 
thyroid remains outside the adenomatous nodules. He writes: 
An summary it may he said that the so-called idiopathic 
enlargement of the parathyroid lias the character of multiple 
adenomatous newly formed nodules in a diffusely altered 
parenchyma. The analogy to an adenomatous colloid goiter 
is obvious.« {Bergsirnnd 1938). He also issues a warning not 
to let the schematic division into primary and secondary 
hyperparathyroidism he valid as more than a temporary work- 
ing hypothesis. 

In other words, parathyroid adenomas cannot solely on 
their histological structure he taken as primary, purely endo- 
genous new formations. From my observations, compared 
above with those of Bevgstrandy it must further in all likeli- 
hood be concluded that in many cases of so-called idiopathic 
or primary hyperparathyroidism, not only the adenoma hut 
also remains of parathyroid tissue outside the tumour or the 
muaining pcirailujroid glands are responsible for the hor- 
monal* hypersecretion. The same is indicated by the observa- 
tion that the cxsiirpation of apparently normal parathyroids 
can have a good effect on hyperparathyroism, even in cases 
\Yhcrc there was adenoma (cf. Ilellsirdm 1935). The dcvelop- 
inent of iMandTs famous, first operated ease of hyperpara- 
thyroidism is also strinking: Six years after the cxsiirpation 
of the parathyroid tumour the patient had a relapse; at the 
autopsy morphologically intact parathyroids were found, hut 
no adenoma {jilandl 1938). Hamperl has pointed out that 
such relapses occurred in several similar eases (Hamperl 
1938). 

riuis tile morphological findings established speak for 
the possibility of the so-called idiopathic hyperparathyroidism 
being secondary to superior endogenous or exogenous factors 
m the same way as the renal type, the adenomas constituting 
milj^ secondary phenomena to Ihe hypcrsccrclory impulse. 


9 


A6* 



Judging from experimental discoveries, it is not unlikely that 
an exogenous impulse of this kind can be due to lack of 
Vitamin D (cf. Quick and Hunsberger 1931, Nielsen and Stef- 
fensen 1941). 

It is at present impossible to determine whether the con- 
clusions submitted can hold good of hyperparathyroidism in 
general. They can nevertheless be of interest as working hypo- 
theses, not least with regard to the possibility that endocrine 
adenomas in general are reactive formations (cf. Gellerstedt 
1938, Mellgren 1942). 


Summary. 

1. A further case of acute lethal hyperparath 3 Toidism is 
added to the six of the literature. 

2. The clinical syndrome of acute hyperparathyroidism is 
not very characteristic, resembling most nearly an »acute ab- 
domen*. The outstanding sj'mptoms are asthenia and, as a 
rule, vomiting and abdominal pains, all of these symptoms 
gradually increasing. Further features are albuminuria, im- 
paired renal function, and terminal circulatory insufficiencj’. 
Among the inconstant symptoms are constipation, loss of 
weight, bone pains and fever. 

It is probable that the acute lethal hyperparathyroidism 
is distinguished not only by very high values for the scrum 
calcium but also, as a bad prognositic sign, of high values for 
the serum phosphorus. 

3. The pathology of the acute lethal hyperparathyroidism 
is dominated by hyperplastic parathyroid changes, widespread 
calcification and — in four of the seven cases — multiple 
thromboses. 

4. The multiple thromboses, which are plainly the ex- 
pression of an intensive thrombo-diasthesis , constitute a spe- 
cific element in the pathology of acute hyperparathyroidism 
and are assuredly of great importance to the lethal issue. 

5. The author’s own cases of acute hyperparathyroidism 
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exhibited, as well as an adenoma in one of the parathyroids, 
certain hyperplastic changes in the remaining glands, which 
shows that the adenoma has no importance by itself. With 
Bergsirand, it does not take long to assume that the entire 
parathyroid organ in these so-called idiopathic cases reacted 
lo a superior impulse other than the only one hitherto known, 
namely renal insufficiency. 
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STERILE ALCOHOL PREPARED BY 
AUTOCLAVING. 

By Henry M, Chrhiensen ^ Foul V. 

(Received for publication, December 1st 1942). 

The usefulness of ethylalcohol for surgical hand-disinfec- 
tion and the storing of catgut is due to its disinfecting pro- 
perties. That it is a rather weak disinfectant appears from 
sev^eral earlier works, in which it is also pointed out that 
alcohol may be unstcrilc. Sterile alcohol is known and prd-'' 
duced, but it is used only to a small extent, being confinecL^ 
mostly to the institutes where the particular investigations 
are being made. 

The chief purpose of the present investigation is the in- 
dustrial sterilization of alcohol for surgical use and for the 
preparation and storing of catgut. 

Previous Investigation, 

In all essentials the theoretical aspect of tlie question was gone 
into thoroughly before the end of last ccntuiy. 

Robert Koch 1881 was awai'C that anthrax spores arc not killed 
by alcohol in 110 days. Epstein found that 100 per cent, alcohol has 
no disinfecting effect at all, whereas 50 per cent, alcohol will kill 
some bacteria strains. An outstanding survey was published bj" 
Minervini 1898, who found that cold alcohol affected nou*sporulating 
bacteria (tetragenus, prodigiostis, pyocyancus, staphyl. aureus and 
coli) and that the effect was most marked when the alcohol was 
of a concentration of 50 — 70 per cent. No effect was observed on 
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sporulating forms (subtilis, anthracis). The effect of boiling alcohol 
was dependent on the boiling point, there being direct proportionality 
between the water content of the alcohol and its disinfecting pro^ 
perties. 

For alcohol heated under pressure the following facts were es- 
tablished: At 125 — 130® C. for 30 — 60 minutes all test bacilli were 
killed with 25—50 pei- cent alcohol; with 70 per cent, alcohol 
sterility was uncertain, and with 80—90 per cent, the sporulating 
foiTOs tested all survived. However, the method employed, consisting 
of autoclaving cotton-wool plugged tubes of alcohol in an alcohol 
autoclave, permitted a heating period of only 30—40 minutes for 
80 — 90 per cent, alcohol. 

As early as in 1894 Tiepin, employing a rather diffei'ent method 
(heat-sealed tubes of alcohol in a water autoclave) which permitted 
of a longer heating time, showed that sterility was complete after 
60 minutes at 120®. 

Thus at the beginning of the present centun^ it was known that 
in certain strengths alcohol can kill bacteria but not spores, and 
that alcohol can be sterilized by heating under pressure. 

The more recent literature has thrown light mainly on two facts, 
viz. that commercial alcohol is often unsterile, and that alcohol 
can he sterilized by filtering. The fact that the disinfecting effect 
of cold alcohol is best when the alcohol is in solution is confirmed 
Buss, Beyer, Greyer sen and Christiansen, all of whom have 
found an optimum at 70 — 80 per cent. Ernst alone found 90 per cent, 
alcohol to be most effective, and also that this concentration is 
sterile in contrast to 70 per cent. No particulars are given of 
technique and material. It is accordingly well proved that alcoliol 
is not self-purifying, and that as a natural consequence commercial 
alcohol in many cases must be infected. Table 1 contains a sum- 
mary of most of the bacteriological tests of alcohol. It will be seen 
that the flora demonstrated is fairly homogeneous, namely sapro- 
phytary sporulators mainly of the subtilis group. The number of 
infected samples fluctuates considerably partly because the technique 
(especially the size of the sample) has varied, partly because the 
initial material was of vaiying quality. It would be superfluous to 
discuss these investigations in detail. 

In Denmark the question was taken up in 1937 at the suggestion 
of Wulff, K. E, Jensen found that stock samples from the Danish 
Distilleries (tlie central institution for the manufactui-e of alcohol) 
were sterile, whereas two of fifteen samples from laboratory con- 
tainers taken haphazard gave growths. 

Of 109 containers with 93 per cent, commercial alcohol Dalsgaard 
found groudh in three samples, 2 X cocci .and 1 X bacilli. 
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The works of Schmidt and of Kvlin dj Dombroiuslnj were also 
of practical importance, it being shown that contaminated alcohol 
infected sterile catgut, and Bruning's work reporting on a case of 
instrument infection Muth Welch-Frankers bacillus through alcohol. 
(See also J imgviichcV s case). 

Accordingly it may be considered j^^^oved that alcohol can be 
infected and that it can transfer this infection to sterile things, 
and that commercial alcohol often is infected. 

In the preparation of sterile alcohol three methods liave been 
employed in principle. Rc-distillation is I’ocommended by Kuhn, 
but advised against hy Bold and Kurchner as being unreliable, as 
the bacteria are liable to be pushed to the condenser and alcohors 
boiling point is too low to kill (Schmidt), Filtering has already been 
employed by Stohvis (Pasteur-Cliamberland filter) and the method 
utilized i. a. by K, E, Jensen and Dalsgaard, who have both used 
a Seitz filter with nitrogen pressure. In 1098 filtered samides Dals- 
gaard found only 13 X bacilli and 2 X cocci and considered that 
this was due to air infection during the sterility tests. However, in 
11 cases an inoculation from the filters (33) gave a growth of 
bacilli, in 3 cases growth of cocci, which strongly suggests that the 
flora was of the same nature before and after filtration. Dalsgaard 
has systematized the method at the Copenhagen Municipal Hospital. 
K, E, Jensen drew the conclusion that alcohol should be filtered of 
bacteria, but that it was a matter for consumers, an opinion which 
has been adopted officialy in Germany, Avherc in fact the sterili- 
zation of spirits for surgical use is obligatory. Finally, autoclaving 
has been employed by Mincrvmi and Repin, as already stated, and 
later on a lai’ger scale for the stcrilizalioii of aJcol)ol and catgut 
by Jellct, Bardy, Triollct, Petit and others, as well as in an ex- 
perimental series on the sterilization of instruments with propyl- 
alcohol by Walbum, In the last-mentioned experimental series, how- 
ever, the temperature was only 101 — 105*\ at which good effects 
were obtained with propyl-alcohol, but insufficient effect with other 
alcohols. 


Own Invesiigaiions, 

The mclhod wc have tested is first and foremost intended 
for the industrial sterilization of alcohol for surgical use and 
for the after-sterilization and storing of catgut, and it is em- 
ployed on a large scale by Novo Therapeutic Laboratory in 
the manufacturing of catgut hy the method indicated by 
Christensen, For industrial preparation autoclaving is the 
most simple and the quickest, for several hundred litres can 
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be handled in a short time, and in addition one rules out 
completely the personal element involved in changing filters, 
etc. 

For the purpose of the experiments we employed a high- 
pressure autoclave of small size, capable of being regulated 
within temperature intervals of about 2“. 

Six or eight tubes were filled with 5 g. of a 60 — 70 hour 
iodine-resistant*) earth sample in 15 c.c. alcohol of the con- 
centration to be tested. The tubes were placed in the auto- 
clave in a rack together with a maximum thermometer, and 
half a litre alcohol of the same concentration was put into 
the autoclave receptacle. The autoclave was then screwed up 
and heated to the alcohol boiling point. After extracting the 
air the safety-valve was closed and the lenght of the test 
was taken from the time when the experimental temperature 
was reached. 


Sterility Test. 

In this test employed a technique we had previously used 
in a preliminary test of commercial alcohol, which shall he 
mentioned only briefly as it led to nothing new. From three 
surgical departments we received vessels containing 20 litres 
of spirit intended for use in the operation wards. These samp- 
les were found to contain 4, 14 and 11 different rod-shaped 
sporulators of the subtilis group. 

The testing of these quantities of spirit consisted of fil- 
tering through a small Seitz filter and cultivating the filler- 
plate itself. This technique was adopted because of Konricb’s 
very important observation of the importance of the size of 
the alcohol sample. Konrich found growth from only 76 out 
of 192 samples of 1 c.c., but from 123 out of 162 samples 
of 50 c.c. Examination of the sediment after centrifuging, 
which seems to contain most of the bacteria (Hansen & Ble~ 
gen) and which was previously employed by Kuhn & Dom- 

•) 1 per cent iodine in a l.o per cent aqueous solution of iodine 
of potassium. 
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Tabic L 

Previous tests with demonstration of bacteria in commercial alcohol. 



Year 

Bacteria found 

1 

No. of infected 
samples j 

Alcohol concen- 
tration 

Stokvis 

1909 

Be. megatherium 

! 1 of a quantity of 
alcohol 

1 

1 Absolute alcohol. 

Kuhn & 
Dombrowsky 

1932 

Subtilis,subtilislike red bac. 
jMesentericus, etc. 

20 or 3G 

! 

70^,0 — abs. alcohol. 

Knorr 

1932 

Subtilis, Mycoides, Mesen- 
tericiis etc. 

2 of 2 

70^/0 

Schmidt 

1932 

Mesentericus, Subtilis 

1 2 of 4 

960/0 

Eschen- 

1932 

Various subtilislike sporu- 

2 tanks 

not stated 

brenner 

lators 

20 of 34 

’ 70^.0 ^ abs. alcohol. 

Jensen, V. 

1933 

j SubUlis-like rods 

? 

not stated 

Hansen Si 
Blegen 

1934 

Mesentericus, Subtilis 

0 of 63 (alcohol) 

7 of 37 (sediment) 

‘ 96 ‘‘ 0 — abs. alcohol. 

Konrich 

1934 

1 Rods with spores 

123 of 162 Samples 
from 20 containers 

not stated 

Jensen, K. E. 

1937 

1 

Not staled 

2 of 35 

(1 of 7 containers) 

1 

96<^,o and abs. 

1 alcohol. 

Dalsgaard 

1934 i 

Cocci and gram neg rods. 

1 

3 of 109 

i 930,0 


browsky, was not suitable with the large quantities of alcohol. 

For the cultures we employed beef broth with p^ 8.2, 
sterilized bj" fractionated heating in Koch’s steam sterilizer. 
The cultivation tests were made both aerobically and an- 
aerobically (cf. Christensen & Marciissen) , 

The chief results of the investigations are shown in Table 
II, where will be found the minimum temperatures necessary 
to obtain sterility of the particular alcohol concentration with 
the use of the aforesaid spore material. 

It appears from the table that the heating period seems 
to be of minor importance when one compares periods of 1, 
2 and 3 hours, as in no case was sterility obtained in three 
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Table II. 

nesulfs of autocJaving alcoliol for varying pei'iods at different 
temjieratures and alcoiiol concentrations (a = aerobic grov’fli, 
an = anaerobic growth). 

In cacli test 6 tubes were used for anaerobic cultivation and 6 for 

aerobic cultivation. 



950 j 

1050 

1150 : 

1250 

1350 

1450 

1550 

70% alcohol 

i 


[ 





3 hours 

+ 4a,oan| 


1 





2 hours 

+ 2an j 

_ j 






1 hour 

4-6a,6an| 

1 

1 

i 

1 


1 


00% alcohol 




1 

1 

i 

1 i 


3 hours 



+ la 

1 

i 

f 

( j 


2 hours 

i 

1 

i 

-}'2a,lan 



I 

j 


1 hour 



-j~5a,2an 

1 

1 

1 1 


06% alcohol 






1 

1 


3 hours 

1 

1 


+ 2a 

— 

1 


2 hours 


1 


~)-6a,2an 

— 

i 

1 


1 hour 


1 

_ j 

+ 6a,6an 

— 



Absolute 


1 

1 




i 


3 hours 





-)-3a 

— 

— 

2 hours 






i 

— 

1 hour 


t 



+ 2a,2an 


i ^ 


hours when there was growth from the sample after one 
hour’s autoclaving. 

The results also confirm MinervinVs observations, as the 
temperature necessary for sterilization seems to be directly 
dependent on the water content of the alcohol sample. 


Summary. 

As a practical method of sterilizing alcohol in large quan- 
tities the authors recommend autoclaving in a high-pressure 
autoclave for one hour at the following minimum temper- 
atures : 
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for 70 per coni, alcohol 10;V’ C. 
no » 125“ C. 

7 > 9G S' j?- 1 «h)“ C. 

al)soliile >" 145“ C. 

Tlic lest material employed was a GO — 70 hours iodine- 
rcsislanl earth sample. 
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COMMUNICATION FROM THE UNIVERSITY INSTITUTE OF 
GENERA L PA THOLOGY 
(CHIEF: PROFESSOR A'. .A. JENSEN, M,D.) 


STUDIES ON THE EFFECT OF 
SULPHAMETHYLTHIAZOLE ON NORMAL AND 
TUBERCULOUS GUINEA-PIGS 

(THE WHITE BLOOD PICTUHK, SKHUM PHOTKIXS, PHKCIPITIN 
POlHVrATION, ANAPHYLACTIC SHOCK, AHTHUS' PHKNOMIv 
NON, HETICULO-KXDOTHKLIAL HKACTIOX)*) 

By Jrns Rhiff, 

(HocciAod l)y llic ivdactioii Doc. 1952). 

Sulphainclhyllhiazolc ( »SlapliyIaniicl« ) is one of the many 
chcino-nicraj)ciilics used in recenl years. In llic clinic it was 
employed for Ihe first lime in in America, whilst in Den- 

mark it has been the su))jccl of Hie work of several authors. 
Both at home and abroad it has lieen proved to lie of i^ood 
effect on a number of infcclions of various kinds. 

Sulphamclhylthiazolc acepured renewed interest Ihroui’h 
some recent publications by AL A. Jcn.scn and /. KiivrJ") who 
have shown in the first place that the substance has an in- 
hibitivc effect on Hie I'rowlh of luliercle Iiacilli in vivo and 
in vitro, and in the second jilacc that in exjieriments with 
A'uinea-pii's it inhibits the cellular preventive reaction of the 
living organism to luberculous infection, it being found by 
ihe experiments ol these authors that in the case of luber- 
culous infection guinea-pigs treated with suljihamcthylthiazole 
had a much lower cell reaction in the tuberculous foci, as 
compared with untreated controls. At the same time it was 

*) This invosligation was made witli the financial assi.stance of 
the P. A. Brandt foundation. 
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observed that whereas the control animals had a positive 
cutaneous reaction to tuberculin, the animals treated with 
sulphamethylthiazole remained negative or more weakly posi- 
tive. 

The purpose of the present work was to ascertain whether 
in sulphamethylthiazole-treated guinea-pigs there arc other 
signs of a reduction of the defence forces of the organism. 
With this in view an examination was made of the leucocyte 
and lymphocyte content of the blood of such guinea-pigs and 
also of their serum proteins. Furthermore, their ability to 
form antibodies against ox and horse serum was tested by 
means of precipitin determination and anaphylactic shock, 
and their cellular reaction by means of Arthus’ phenomenon 
and the reaction of the omental reticulo-endothelial system, 
which is capable of being produced experimentally. 

Animals^ treatment and method. The animals used in the cx])en- 
ments wore wliite guinea-pigs of A^arious sizes (sec tables), treated 
twice daily Avith a subcutaneous iiijection of 50 mg. sulphametbyl- 
thiazole per 100 g. body AA^eiglit. As in the inA^estigations of K. A. 
Jensen and Jiuer the substance was finely poAATlered and employed 
in a 10 per cent, suspension in a G per cent, solution of gum 
arabic. This dosage ensures a fairl}^ constant hlood concentration 
per 5 mg.% throughout the 24 hours (Jensen and KUer). 

Leucocyte and differential counts Avere made on ear blood taken 
from the animals in the moiming before the first injection and 
before the animals were fed; in several cases, IioveAA^er, tliey had eaten 
of the hay or of old food remnants before sampling. Tlie serum 
proteins were determined by means of Henriques and Klaa sen’s 
method.^) Precipitin determinations were carried out by means of 
mixing 0.1 c. c. serum and 0.5 c. c. antigen or antigen-dilution, 
wliereafter the mixture stood for two hours in an incubator, fol- 
lowed by about 12 hours in a refrigerator. Arthus’ phenomenon was 
produced by intracutaneous injection of 0.1. c. c. antigen, whilst 
the reticulo-endothelial reaction in the omentum Avas caused by 
repeated injections of a protein hydrolysate. 

Total-lencocyiesy granulocytes and mononuclear cells in 
the blood were counted in respect of four normal guinea-pigs 
(96, 97, 99, 100), which were examined seven times in the 
course of fourteen days. It will be seen from table 1 that 
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Tabic I, 





1 

Granulocytes 

Mononu- 

Granulocytes 

Ani- 

mal 

I Dalt! 

Totiil-f-fucocylcsl 

1 

clears 

in % of Leuco- 
cytes. 

9G 

20/1 1-tl 

13,100 

0,G00 

3,500 

73 

(580 g) 

21/11-11 

12,5G0 

0,160 

3,400 

73 

22/1 1-il 

9,080 

G,9G0 

2,720 

72 


24/11-51 

7,240 

5,1*50 

2,100 

71 


25/11-41 

7,0-i0 





27/11-41 

8,000 

5,920 

3,080 

74 


4/12-41 

12,080 

0.300 

5,690 

53 

97 

20/11-41 

10,800 

7,150 

3,210 

GO 

(550 pr) 

21/11-41 

17,i00 





22/11-41 

0,200 





24/11-41 

8,200 

5,100 

3.050 

03 


25/11-41 

0,720 





27/11-41 

8,200 





4/12-51 

7,320 

5,130 

2,100 

70 

99 

20/11-41 

8,GiO 

5,4 iO 

3,200 

G3 

(550 g) 

21/11-41 

1*5,500 





22/11-41 

G,7G0 





24/11-51 

5,200 





25/11-41 

5,500 





27/11-41 

G,200 





5/12-41 

15,920 

0.870 

0,050 

02 

100 

20/11-41 

G,480 

2,020 

3,500 

45 

(5i0g) 

21/11-41 

12,320 

8,050 

3,070 

70 


22/11-41 

15,2*50 





24/11-41 

20,000 





25/11-41 

12,1 GO 





27/11-51 

11,050 

7,510 

3,530 

08 


5/12-51 

13,250 





there inaj^ l)c marked variations from day to diiy, in both 
total values and the result of the differential counts; this 
nia3" possibly be due to the circumstance tliat llic animals 
were not fasting and perhaps also lo various degrees of fear 
when the samples were taken. But the variations in the figures 
do not suggest that the treatment has anj^ influence on the 
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leucocytes. Nor in the case of live sulphamcthylthiazolc and 
three sulphathiazolc-trcnlcd tuberculous guinea-pigs (kindly 
placed at my disposal by Professor /v. A. Jensen) were there 
any abnormities, in particular no granulocytopenia or reduc- 
tion in the number of mononuclears (Table 2). 


Ta blc 3. 

Serum proteins in sulpluimethyllhiia/.olo treated, normal guinea-pigs. 


No. 

nurnlioii of trcolnionl 

Totni-protoin j Albumin 

rib)l)iilin 

Kclalive 
nlbumin o 

M 

12 (lays 

4.70 

3.20 

1.50 

07 

\3 

1.‘3 „ 

3.01 

2.55 

1.0,0 

70 

239 

Fnti-oatcfl 

a.OO 

2.73 

2.27 

55 

2i() 


0.08 

2.78 

2.30 

55 

241 

1 month 

4.15 

2.30 

1.85 

57 

212 

1 

3.32 

2.01 

1.28 

01 

237 

1 

2.77 

1.00 

0.81 

71 


Scnitn proteins were determined only in the ease of five 
treated animals and two untreated controls. As will be seen 
from Table there was a distinct reduction in the total- 
protein content for the treated animals compared with the 
controls. In two eases (241- -242) the proportion of the pro- 
tein fractions albumins and globulins, represented by the 
relative albumin per centage, i.e. the percentage of albumin 
in the total-protein, does not differ from that of the two 
normal animals; nor arc the other three values definitely 
abnormal, as it is the usual thing to find this wide diffusion 
of the values in normal guinea-pigs (Codounis)-) , There was 
hypoproteinaemia in the treated animals; presumably this was 
not due to the sulphamcthylthiazole, however, but to the gum 
arable, which is known to cause a reduction of the serum 
protein, no doubt as a result of the endeavour of the organism 
to keep the colloidosmotic pressure constant. 

The determination of the formation of antibodies in both 
treated and untreated animals was arrived at by means of 
precipitin tests on guinea-pigs sensitized with ox or horse 
serum. From Table 4 it will be seen that five of the animals 
(37, 38, 39, 241, 242) were subjected to chemotherapy from 
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the very commencement of sensitization, whereas in two cases 
(26 and 27) treatment did not begin till three days before 
blood-sampling. In the other six cases serving as controls the 
sensitized animals received no chemotherapeutic treatment. 
As vnll be seen from the table, there is no difference in the 


Tabic A. 

Result of sensitizing (precipitin development and anaphylactic shock) 
of sulphamethylthiazole-treated guinea-i^igs and unti-eated animals. 


m 

Sensitized 
with ox- 
I serum 



Precipitin-reaction titer 


Shock-experiment after 

■i 



1 

1 w I 

100 1 

lOQO 1 

10.000 

ca. 0 weeks 

26 

1 month 

3 daj^s 


++ 

(+) 

— 

— 

T 3 ^pical shock and death 

27 

1 

3 



++ 

(+) 

— 

— 

» » » » 

33 

1 » 

0 



++ 

(+) 

— 

— 

Died of hJEinopericardiuni 

34 

1 » 

0 



++ 

(+) 

— 

— 

Tj^pical shock without death 

35 

1 » 

0 



++ 

(+) 

— 

— 

35 y) H T, 

36 

1 

0 

% 


++ 

(+) 

— 

— 

Died of hsemopericardium 

37 

1 » 

1 

month 


++ 

(+) 

— 

— 

T 3 ^pical shock with death 

38 

1 » 

1 



++ 

(+) 

— 

— 

» » » 9 

39 

1 > 1 
Sensitized 
with horse- 

serum 



++ 

(+) 



» » » 35 

239 

1 month 

0 


++ 

++ 

(+) 

— 

— 


240 

1 » 

0 

» 

H — b 

++ 

(+) 

— 

— 


241 

1 * 

1 

15 

(+) 

++ 

(+) 

— 

— 


242 

1 » 

1 

1) 

(+) 

++ 

(+) 

— 

— 



precipitin content of treated and untreated animals, except 
that the treated animals have an inhibition zone in undiluted 
serum that was not found in the untreated ones. (Unfor- 
tunately, no titration with undiluted serum was performed 
with the sera of the animals sensitized with ox serum). 

In order to study from another angle the result of the 
sensitization of the treated and untreated animals, 0.5 c. c. 
serum was injected intracardially about six weeks later for 
the purpose of observing anaphylactic shock. In two of the 
control animals the injection was unsuccessful, the result 
being haemopericardium and death. All the other animals had 
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Tabic 0. 

Avtlius’ i)hcnomcnon in sulphamethylthiazol-trciitecl normal and tuberculous gui- 
nea pigs 


Ani- 

mal 

Weight 

Time nfler begirming of: 

Cutaneous-reaction in mm. after: 

Sensitising 
with ox- 

serum 

I 

Trentmenl j 

InFection 

1 

H l\ours i 

! 

G hours 1 

i 

12 hours 1 

24 hours 


26 

545 — 590 

3 weeks 




25X21 


20X14 




1 week 



45X22 


30X25 

27 

505-510 

3 V 




31X20 


20X8 




1 » 



30X20 


55X30 

33 

000-0)05 

3 „ 




31X20 


24X15 

3i 

0-20-075 

3 




28X20 


25X12 

35 

550—575 

3 V 




35X17 


25X19 



•i „ 




30X15 


24X20 

36 

510-520 

3 ,, 




40X23 


35X22 



4 ,, 




40X20 


30X20 

37 

535—390 

3 V 

3 



45X25 


40X25 

38 

000-450 

3 .. 

3 .. 



38X25 


40X25 

39 

595-530 

3 „ 

3 



35X22 


30X13 



Sonsiti'/.in 

tv 








with horsosofum 






237 

370- 430 

4 weeks 



‘20X3 i 

20X38 


unreadable 






30X3i 

30X40 

24X35 

23X30 

238 

320— 130 

■i „ 



12X12 

20X28 


unreadable 



iVz .s 



23X24 

30X24 

30X20 

20X16 

239 

370—120 

4 ,, 



23X31 

20X28 


unreadable 



41/2 „ 



35X23 

35X25 

30X24 

18X12 

210 

350-120 

4 ,, 



22X20 

28X25 


unreadable 



•'^y2 . 



23X25 

31X27 

35X22 

15X12 

2il 

300-370 

4 „ 

1 


18X15 

20X20 


unreadable 



■i>/2 „ 

4 V 2 .. 


33X23 

35X27 

30X25 

15X14 

242 

310-310 

4 „ 

4 


18X15 

20X20 


unreadable 



W 2 

4^2 


23X20 

28X20 

22X16 

15X12 

237 

530-445 

31/2 nionths 


13X20 


25X40 


238 


„ 

4 


— 

— 


— 

030-030 

31/2 



18X22 


25X31 


359 


■iVt 

4 „ 

4 weeks 

— 

— 


— 

390-500 

4 weeks 


i 0 

3X i 

5X 4 


4X 3 

357 

390—310 


4 







358 

320-340 


4 „ 

4 

— 

. — 


- — 
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typical anaphylactic shock with itching, hiccup, dyspnoea and 
convulsions. The sole difference between treated and un- 
treated was that the untreated animals survived the shock, 
whereas those treated for a month, or even only three days, 
with sulphamethylthiazole all died in conjunction with the 
shock (Table 4). 

K. A. Jensen and Kiaer having observed abolition or weak- 


Table 6. 

Tuberculin-reaction in treated and untreated norinal and 
tuberculous guinea-pigs. Three weeks after injection. 




1 Tuber- 
culous 

1 

1 Sensiti- 
i zed 

1 j 

1 Tub.-r. 24 hours I 

j 48 Iiours 

237 



+ 

— 

— . 

357 

-f 



— 

— 

238 

+ 

+ 

-i- 

8X 5 (Erytlicnia) 

5X -1 (Erythema) 

358 

+ 

+ 


9X 5 (Erythema) 

5X 5 (Erythema) 

359 


-f 


15X12 (Infil- 

lOX 9 (Infil- 





tration) 

ti-ation) 

3G0 


+ 


1GX13 (Infil- 

10X10 (Infil- 





tration) 

tration) 


ening of the tuberculin reaction in tuberculous guinea-pigs 
treated with sulphamethylthiazole, I examined the question 
of whether under the same conditions there is any change in 
the strength of Arthus’ phenomenon. As will he seen from 
Table 5, this was done by comparing the value of the cu- 
taneous reaction in untreated guinea-pigs with the reaction 
partly in guinea-pigs treated with sulphamethylthiazole prior 
to the commencement of sensitizing, and partly in those on 
which treatment began three weeks after sensitization and 
had lasted one week. It will be seen from the table that no 
difference was observed between treated and untreated 
animals. There were two exceptions, however, for guinea-pigs 
237 and 238, which had reacted distinctly barely a month 
before, reacted negatively after the treatment. Of these two 
animals one, 237, had become very emaciated during tieal- 
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iiient and fell from 530 'lo 445 g. (Siibscqiicnl autopsy re- 
vealed no obvious cause). It is an interesting point that 
guinea-pig 359, which was examined at the same time and 
had not been treated with sulphamcthylthiazolc, but which 
was tuberculous after subcutaneous injection of 1/100 mg. 
TB., did no! react normally cither, but considerably more 
weakly to the cutaneous test. During the tuberculin test a 
few days earlier a considerable difference was observed be- 
tween treated and untreated tuberculous animals (Table 6), 
corresponding to /v. A, Jensen and /veer’s findings, which 
were also confirmed by the autopsy, for glandular and splenic 
tuberculosis was much more advanced in the untreated than 
in the treated animals. 

As the tuberculous tissue reaclion inhibited under chemo- 
lhcrap3" is essentially rcliculo-endothclial, I went into the 
question of whether during the treatment there is a reduction 
of the rciiculo-endoihclial reaction in the omeninnij which 
can be induced by repeated intrapcritoneal injections of a 
protein hydrolysate. An experiment with two treated and two 
untreated animals revealed no difference in the tissue reac- 
tion, but the two treated animals died on the ninth day after 
the commencement of the intrapcritoneal injections, whereas 
the two untreated animals were unaffected by them. 


Disenssion. 

It will be seen that these investigations on the effect of 
sulphainethylthiazolc on the white blood picture, serum pro- 
teins, precipitin development, shock, Arthus’ phenomenon and 
omental reticulo-cndothelial reaction, were unable to produce 
finy parallel to the effect on the reactions of tuberculous tis- 
sue demonstrated by /v. A. Jensen and Kiivi\ There was an 
exception in two of the nine experiments on Arthus’ pheno- 
menon in treated animals, as the cutaneous reaction which 
four weeks earlier had been distinctly positive, disappeared 
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under the chemotherapeutic treatment. One of these guinea- 
pigs (237) was not tuberculous, but during the treatment it 
lost weight rapidly, from 530 to 445 g. The other (238) was 
apparently not much intoxicated by the treatment nor did it 
lose weight, but it was tuberculous. In a third animal (359) 
which was tuberculous but not chemotherapeutically treated, 
the reaction was relatively weak. If any conclusion is to be 
drawn from these few exceptions, it must be that Arthus’ 
phenomenon, which as a rule is unaffected by the dosage of 
sulphamethylthiazole that inhibits the tuberculin reaction, may 
be caused to subside during the treatment. K. A. Jensen and 
Kixr state that the inhibition of tuberculous tissue reactions 
is not a specific sulphamethylthiazole effect, as similar changes 
were found by K. A. Jensen and Bindslev^) in avitaminotic 
tuberculous guinea-pigs and by Bindslev^) in desensitized 
animals. And the inhibition of Arthus’ phenomenon, which 
is of much rarer occurrence than the inhibition of the tuber- 
culin reaction, does not seem to be a specific effect of the 
substance either, for as stated it was observed in an untreated 
tuberculous animal. 


Summary. 

In conjunction with K. A. Jensen and I. Kixr's investiga- 
tions into sulphamethylthiazole’s inhibition of tuberculous tis- 
sue reactions in guinea-pigs the author has examined whether 
there are other effects of the substance on the animal’s powers 
of resistance. Tests of the effect on the white blood picture, 
serum proteins, precipitin development, anaphylactic shock, 
Arthus’ phenomenon and omental reticuloendothelial reac- 
tion failed to disclose any parallel to K. A. Jensen and Kixr’s 
results, though there was an exception in the case of two 
animals, the Arthus phenomenon having been inhibited dur- 
ing the treatment. 
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(AUS DEM PATHOLOGISCHEN LABORATOBIVM DES INSTI- 
TUTS FVB STRAHLENBEHANDLVNG IN HELSINGFORS 
CHEFARZT: DR. MED. IVAR WALLGRENj. 


BEOBACHTUNGEN UBER DEN FEINEREN BAU 
UND DIE FUNKTION DER MENSCHLICHEN 
ZELLE UNDER NORMALEN UND PATHO- 
LOGISCHEN VERHALTNISSEN. 

Von Ivar Wallgren. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 29. April 1943). 

Vor ungefahr 100 Jahren wiesen Schleiden und Schwann 
Zellen im Pflanzen- und Tierkorper nach, nahmen aber an, 
dass die Zellen durch eine Kondensation der Grundsubstanz 
der Gewebe entstanden. Einige Jahre spater pragte Rudolf 
Virchow den beruhmten Satz; »Omnis cellula e cellula.« Jede 
Zelle entsteht aus einer anderen Zelle. Seitdem war es klar, 
dass das innerste Wesen des Lebens an die Zelle gebunden 
ist, und durch genauere Erforschung des Baues und der Funk- 
tion der Zelle hat man den Schleier zu lilften versucht, der 
immer noch das Meiste von dem Geheimnis der Lebenspro- 
zesse verhiillt. 

Die Auffassung der feinsten Zellstrukturen ist jedoch 
keine einheitliche. Hittmair hat die heute herrschenden An- 
sichten in folgenden vier Gruppen zusammengestellt: 

Gruppe 1: Der Zelleib bestelit aus einem feinen Netzwerk von 
Faserchen, in dessen Liicken das fliissige Paraplasma sicli befindet. 

Gruppe 2: Das Protoplasma hat einen wabigen Bau, die im 
Zelleib nacliweisbaren Faden und Kornclien liegen mindestens zum 
grossten Teil in den Wabenwanden, deren feinere Struktur unbe- 
kannt ist. 

Gruppe 3: Faden und Zwischenfadcnsubstanz erfullen die Zellen. 


Ob die Fiiclon ciu Nol/Averk liiUlcu odor sicU wnv iiberkvouzon, hleibt 
dahiugostollt. 

Gruppe i: Funktionslrager iind Ilauplbostaiulloil der Zollc sincl 
Granula, die duvch cine Ausscheidiingssni^stunz iiiror Kbrnov mit- 
oinauder vcrlninden und zugloicli gotrennt sind. 

Im Palhologisch-Anatoinischen Inslilul zu Helsingfors ha- 
ben sich Axel Wallgrcn unci seine Schuler auch der Zellfor- 
schung gcNvidmcl. Die bci uns herrscheude Auffassung uber 
dcii Bail dcs Proloplasmas schlicsst sich am chcslen der Grup- 
pc 1 in Hillinairs Einleilung an. In fixierlcn und gelarblcn 
weissen Blutkorperchen, in mcsenchymaien und epilhelialen 
Gewcbszcllcn sowic in verschiedenen Arlcn von Tumorzellcn 
haben Wallgrcn. Caslrcn, Chyclenius, Klossner. Lcidenius, 
Thcslcff u. a. cin aus feinen Granula und Fasern aufgcbaulcs 
Zylorelikulum, cin Rauinnelz, das mil dein Mikrozentrum 
/Aisammcnhangl, uachgewicsen . 

Die Chondriosoinensiil)slanz der Zelle isl in diesem 
Ihunnnelz lokalisicrl. Auch die mil Hilfe dor gcwohnlichen 
Blutfarbiingsmcthoden sichlbar gcinachte Graniilarsubstanz 
slcllt bei clem Spczialgranulozylen Teile des Nelzos dar. Im 
cosinophilcn Granulozylcn kann die eosinophile Subslanz nach 
Wallgrcn (1920) auch in Form cincs Nolzes auftrclen. 

Ebonso konnto Axel Wallgron {192.3) /oigon, dass das Clxydaso- 
onzym sowolil hoi don neiitroi)hilon Graniilo/.yton als in don iin- 
reifeu Vorstufon dei* Zollo in dor netzfcjrinigon Struktur (l(*s Proto- 
plasmas lokalisicrt ist, wo os \or alloin in don Knoton dos Xot7.o> 
nucligewicson were! on kann. 

Als Axel Wallgrcn (1923) loliondo anipliopiulo T.oiikozyton \on 
Knninchon naob Del jen-Woidcnroidis Agannetiiodo in Priiparaton 
untorsuebto, die auf 38‘’ orwarint waron, sah or in oinor Zollo 
oinon granulafreien Flock, der von rndiai' aiisslraldondon Korn- 
ciion uingebon war. Wallgrcn lioinorkt liioi'ubor: »ln dor lloffming. 
mbglicherwoiso cine Kvklarung ties Phanonums v.w linden, nmsiorto 
leh Clio Zollon mil orluihtor Aufmorksamkoit diirch und gowahido 
(la, wiewohl undoutlich, zwischon don Granula, wo sio am lichtoston 
lagen, Fadon, die sio mitoinander vorbandon.« 

iVacbclem Wallgrcn soino Zollon fixiort und mil KisonUamato- 
nach Iloidcnluiin gefarbt hatlo, kamon Granula zum Voi’schcim 
(lio Rich diircli foino Fiidcn 7 ai cinom Xotzwork voroinigten. »Dio 
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Gi’uppicrung dcr Gvanuhi«, sagt Wallgren, wdie zuerst mcine Auf- 
mei’ksamkoit gefesselt hatte, stand anscheinend in Zusammenhang 
init dem Plasmanetz, von desscn Fiidcn einige vadiav mit dcm 
Mikrozentrum als Mittelpunkt angeordnet wai’en.« . 

Spater fand Wallgren auch in lebenden neutrophilen Lcukozjdcn 
des Mensclicn »farblose Granula« und feine Fiiden, die die Korner 
auf dieselhe Weise wde in den ampbophilen Blutkorperchcn des 
Kanin ebons verbanden. 

Als derselbe Forscher Granulozyten in Dunkelfeldbeleuchtung 
untersuchte, bemerkte er iibcrall im Protoplasma der Zelle leuch- 
tende Korneben. Er ausserte daruber: »Die >)Granula« stehen iiber- 
all miteinander und mit der Zelloberflachc durch die oft von mir 
erwiihnten »Faden« in Verbindung, die jetzt viel deutlicber als in 
den gefiii'bten Priiparaten bervortreten. In der Tat sind dieso »Fa- 
den« nichts anderes als die fadenabnlichen, feineren oder groberen, 
weebseinden, netzfdrmig angeordneten Bahnen, auf denen die in 
den »Granula« gesammelten Substanzen von einer Stelle des Zell- 
leibes zu einer anderen, von der Zellperipberie bis zu den zentralcn 
Teilen der Zelle fliessen.« 

Die obigen Ausserungen sind hier ausfiilirlich und in ihrer 
urspriinglichen Fassung wiedergegeben, weil die bei uns herr- 
schende Auffassung iiber den Bau und die Funktionen des 
Protoplasmas auf diesen Beobachtungen Axel Wallgrens iiber 
die lebenden weissen Blutkorperchen fusst. Die Ahnlichkeil 
zwischen den in der fixierten Zelle sichtbar gemachten netz- 
forraigen Slrukturen und dem Raumnetz im lebenden weissen 
Blutkorperchen im Dunkelfeldmikroskop war nach der An- 
sicht Wallgrens anscheinend so offenkundig, dass er eine na- 
here Priifung der Identitat der retikularen Systeme nicht als 
notwendig erachtete. 

Aus einer Untersuchung, mit der ich mich seit dem An- 
fang dieses Jahres beschaftigl habe, geht jedoch hervor, dass 
im Protoplasma zwei voneinander unterschiedene netzformige 
Systeme zu finden sind, die einander hochgradig ahneln. Das 
eine kann durch geeignete histologische Technik in dcr ge- 
farbten Zelle sichtbar gemacht werden. Das andere ist haupt- 
sachlich durch die Beobachtungen bekannt, die mit Hilfe des 
Dunkelfeldmikroskops angestellt worden sind. 



Meineeigenen Unlcrsucluingon griindcii sicli toils aiif I'cslstclhni' 
«en an Icbcnclcn wcissen Bhitkorpovchcn, toils aut fixicries Matonnl 
aus nomalom oclcr pathologischcm mensclilichcn Gcn'ol)o. Die Bool)- 
LcUtungon wuvdcn mit -/Avci clcktvisch orwavmbarcn Mikrosliopen. 
toils in DunkclfoUlbeleuchlung unci toils lici gcwuhnlichoni Litiit 
.rcmaclit Die lokemlcn ^veissDn Blutkorpcvclicu cutstamintcu ont- 
wedcr cinom Tropfon frisclien BUitos oder dor Plnsniasiiulc l)ci 
Senkungsroaktionen. die zii klinischem Zweek ausgeftihrt wurden. 
Das untersuchto lebende Material wav ungefiirbt odor mit Vital- 
Iarl)Gn tingiert. 

In (Icr Hoffniing, cino fiir den Zweek gccigncie Vilalfarhe /ii 
iinden, wurden einige dcr gcwdhnlichstcn Fnr])cn gojn’iift. ^'on den 
koUoidal loslichcu Favben Trypanblau, LitlnonUannin und Kongornt 
Sind im vovliogentlen Fall die bcidon orstgenannton wegen ihrer 
Oiftigkeit niclit brauchlmr. Die molekvUav lusUchen Favhon Janus* 
gvlm und NcvUvalvol sincl clwas giflig. ubov doch YOv\vcndl>ar, Am 
allcrbeston is! BrillaiUkrcsylblau, falls die Favbo den Bhilkbrpev* 
chen auf gocignetc Woise y.ugofubrl wird. In kojizentriorlor Form 
schiicligt die Farbc (Fabriknt Ilolll)orn) die lobenden Zelleti. Xncli 
Nyfeldt kommt nur Brillantkresylblau (Griibler) in Botracld* Die 
Pniparato andoror Firmon sind toxisch. 

Violleicbt ist die Giftigkoit. duveb Vovunveinigungen ])edingt. 
Hierauf deutet ja dcr Umslanck class dio Far])e in deti ohen be* 
ruhiden Versiiclion gut von den Granulozyton vortvagen wurde, 
'vrenu die Zufulirung clerselbcn in vordunnter Form erfolgto. Wivd 
die Fai’bc in 0,85 %igcr Koclisalzldsung in dor Konv.onlrnlion 1:10000 
uufgcilost, so nobmon die Rlutzellen die blaue Farbe bogiorig auf, 
vcvballon siob nber annaborntl cbonso wie iingescbadigio Zellen 
und bleiben inehrerc Stunden boi 37^ am Leben. Ivs da?-f vielleiclit 


biiizugofugt worden, dass cs demjenigen, dor gewdlinl isk in Xativ* 
praparaten \vcisso Bliitkdrperclicn ])oi DunkcIfeld])cloucbtimg in go* 
eignet filtricriein Licht zu bcobacblon, nidi I sdiwei* zu sehem 
'wann cin weissos BlutkdrpciTben gcsdwidigf ist und wain\ os sicb 
normal verlialt. 

Bci clen Vorsuchen wurdoti die Priipnnite durcb Misclumg einos 

Tropfen Blutcs mit gloichcn Toilen BvillanIkvesYlldiiii 1:10 000 lier- 

gestellt. Von der Miscliung wurde cin klcinor Trojifen untcr ein 

Dockglas gebracht, das mit gesclimolzoncm \kaseliii nmgelien wnrde. 

Die Pnvpavate wurden danneb lici 1350— ISOOfacbcr Vergriis^-erumr 
duvcbgomnstorl. - - 1 1 uui. 


Wenn cin solchcs Priipnral in Dunkcirckihcieuchlung he- 
trachtel wurde, war die Icuclilcndo Granulannassc in' den 
icutro])hilcn Granulozylcn ungcfiivbl. Die Farlili-ojifcn cr- 
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schienen als kleine dunkle Liicken in dem Netzwerk, das von 
der leuchtenden Substanz gebildet wurde. In gwohnlichem 
Licht fanden sich in den neutrophilen Granulozyten zahlreichc 
blaue Tropfen in dem Protoplasma, das im iibrigen ungefarbl 
war. Auf dieselbe Wcise, wie die blasse Spirochale sichtbar 
wird, wenn man sie in einem mikroskopischen Praparat mil 
Tusche nmgeben hat, tritt auch in einem weissen Blutkorper- 
chen, das voll blaugefarbter kleiner Tropfen ist, der unge- 
farbte Teil des Zelleibes als ein die Tropfen umgebendes Netz- 
werk hervor, und der Ban des ganzen Protoplasmas ist deut- 
Jicher zu erkennen als in einem ungefarhten Praparat. Ver- 
gleicht man dann zwei ahnliche Zellen und sieht abwechsclnd 
in das Dunkclfeldmikroskop und das gewdhnliche Mikroskop, 
so wird es einem bald klar, dass die Strukturen in dem Zell- 
leib in gewohnlichem Licht und in Dunkelfeldbeleuchtung et- 
was voneinander abweichen. In gewohnlichem Licht hat man 
den Eindruck von gleichmassig dicken, ziemlich groben Fa- 
den, die die Farbtropfen umgeben und dadurch ein ungefarbtes 
Netzwerk bilden. Im Dunkelfeld sieht man iiberall leuchtende 
Granula, die durch undeutlich sichtbare feine Faden verbun- 
den sind. 

Die Farbe wird also in Form von Tropfen. die scharf von 
der Umgebung abgcgrenzt sind, in das Protoplasma der Zclle 
aufgenommen. Noch nach dem Tode verbreitet sich die blaue 
Farbe nicht von den Tropfen in das angrenzende Protoplasma. 
Die Art, wie die Zelle die Farbe behandelt, schien mir darauf 
hinzuweisen, dass diese in praformierten Bildungen in die 
Zelle aufgenommen wird. Die Tropfen vcrteilten sich ziem- 
lich gleichmassig iiher die ganze Zelle. Ihre Grosse wechselte, 
aber nur innerhalh gewisser Grenzen. Ein Farbtropfen teiltc 
sich oft in zwei kleincre, die dann von dem beweglichcn Pro- 
toplasma nach verschiedenen Richtungen transportiert wur- 
den. Hierbei entstand zwischen den beiden Tropfen oft ein fei- 
ner blauge/iir3:)tcr Faden, der sich in die Lange zog, bis cr 
schliesslich zerriss. Mituntcr wiederholte sich diese Erschei- 
nung unaufhorlich und an mehreren Stellen zugleich. Da- 
durch kamcn in der Zelle nctzformige Strukturen zuslandc. 



die liochgradig an das Zylorclikuhnn dcr Hislologcn erinncr- 
tcii. In cincr Zclic Iralcn die blaugcfiirhlcn I'iiden aiif, wonn 
die Tcinperalnr erniedrigl wurdc, und die Bewegtingen iin 
Plasma wurden auffallcnd Iriigc. In vilalgenirhlen (iranul<»- 
zyten habc ich einigcinai gcschcn, dass die i)Iaugcfarl)lcn nelz- 
formigen Slruklnrcn bcslchcn blicl)cn. wenn die Zcllen ge- 
storben und das Prolojilasnia crslarrl war. 




Lebendcr miKcftirlUA.. • I. 
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Dutch eineu Zufall priifte ich ein ungefarbtes Nativpra- 
parat in gcwohnlichcin Licht und fand da zu nicincr gtosscn 
Uberraschung, dass die »Farbtropfen« andauernd in den Gra- 
nulozyten vorhanden waren. Nut die blaue Farbe fehlte. Die 
Tropfen waren grau oder schwarz und verbielten sich ganz 
ebenso in der Zelle wie die gefarbten Tropfen. Es war also 





Tropfen zu seben. Die weissen Tropfen in dem aktiv beweglichen 
System treten deutlicli hervor. In Abbildung C die beiden Zipfel des 
Kernes. In Abbildung D ist der eine Zipfel in dem Protoplasma 
versclinoinden. Infolge der Anwesenheit von Zitrat in dem umge- 
benden Plasma bewegten sicb die Zellen nicht ganz normal. 
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offcnbar, dass die Vitalfarhe in prdformiertcn Tropfcn in den 

Zcllcib aiifpenommcn warden war. 

Eine Zellforni, die sicli bcsoiidcrs gul fiir Bcobachtuiigcn 
i„ imgefarblcm Zustand cignet, isl der cosinopbilc Granulo- 
zyt. Die Sirukluren im Proloplasnia sind bei dicscin auffallcnd 
grob and die Bewegungen der Zcllc geniaclilich und trage und 
dalier leiclit zu vcrfolgen. Die Abbildiingen 1 und 2 gcl)cn Au- 
genblicksbilder von lebenden ungcfarblcn eosinophilcn Zcl- 
Icn OTcder. Auf samllichen Pholographicn sielil man im 
Zcllcib zahlreichc schwarze rundc oder clwas unregelmassig 
geforinte Tropfcn, denen in der fixicrlcn, nacli May-Griin- 
wald gefarblcn Zclle in Abbildung 3 die eosinophilcn Granula 
enfspreeben. Das Proloplasnia um die sclnvarzen Tropfcn in 
den lebenden Zellen bildel cin Nelzwcrk, in dem man oinc 
graiic Grundsubslanz und in dieser zablrciche runde Oder aus- 
gezogene iveissc Kornchen unterscheiden kann. In der gefarb- 
ten Zclle (Abbildung 3) siehl das nelzfdrmig angcordnclc 
Plasma honiogen aus. In dor Zellc 1 D liegen die sclnvarzen 
Tropfcn weniger dicbl im milllercn Toil der Zclle, und das 
Protoplasm an clz isl infolgcdcsscn bier grdber und unregel- 
niassiger als in den peripheren Parlien der Zclle, wo die cosi- 
nopbilen Granula dicht piacicrl sind. 

Die graue und die weisse Subslanz bilden zusammen das 
aktiv bcwcgliche Sysleni im Proloplasnia. Audi wenn die Zclle 
keine ainoboidcn Bewegungen ausfiilirl, siclit man in dem Pro- 
toplasmanclz Stroniungcn. Tcile des Nelzes flicssen z. B. nach 
rcchls, anderc nach links, oder das Proloplasmanctz verschicbl 
sieh von der Peripherie nach dem Zcnlrum bin oder umge- 
kehrt. Bei alien diesen Bewegungen vcrhalleli sicli die dunk- 
len Tropfcn vollig passiv. Sic werden in der Zcllc von dem ak- 
tiv bcweglichen Sysleni bin und lier Iransiiorlierl. Hicrbei ver- 
anderl sich ihre rundc Form. Die Tropfcn zichen sich in die 
Lange oder werden von dem unigebcndcn akliv bewcglichen 
lasina zusanimengedriickl. Es herrsclil cine inlensive Weeh- 
sehvirkung zwischen der weissen Subslanz in dem akliv bc- 
''egichen Sysleni und den Tropfcn des passiv bewcglichen 
js ems. Oft siehl man, wie cin scliwarzcr Tropfcn auf scincm 

Acta path, Vol, XV. 4. 
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Ahhildung 2. 

Ungefarbte Gi*anuloz 3 ^ten in Blut, in gewolmlicbem Liclit photogra- 
phiert, wahrend sie normale amoboide Bewegungen ausfuhrten. 
Expositionsdauer 1/10 Sekunde, Vergrdsserung ca. 2500, Die eosino- 
philen Granulozjden A und C treten durch ilire deutliche Struktur 
liervor. In der Mitte der Zelle A einige schwarzc Tropfen zu Stab- 
clien ausgezogen. B und D sind neutrophile Granulozjden, die 
Struktur ist nur stellenweise sichtbar. 



Abhildiing 3. 

Eosinopbiler Granulozj^t in einem gefarbten Blutpraparat, 
Vergrdsserung ca, 5000. 



Wcg gegcn die \Yeissc Suhslanz slossL Er leill sicli dann in 
Kwei Tropfen, die nach vcrschiedencn Hiclilungcn gefuhrl 
weidcn. Bisweilcn dringl die weisSe Siibslanz in cinon sclnvar- 
zch Tropfen cin. Einigc' Sekunden isl das Bild unvcnindcrl, 
abcr dann leilt sicli der Tropfen in zwei Hiilflcn, und die 



alvtiv Doweglicl.on System Kestriclio)!. 

r:t,r 

den passiv bcweglichen onlsprcchcn 

WWtl tias Zcllplasiiv, um aiv , ' lies™, 

""Scrarble nciarsrmij,^ 

"■0 Ilia Tropren in gro.awicm Aiial "'l'"' 

,";«M <las Plasma nicl.l mo r , ‘'Pflrelcn. 
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podie, in die das ungefarbte Netz iibergeht. Schwarze Punktc 
in der obersten Reihe konnen sich z. B, nach rechts verschie- 
ben, wahrend die entsprechenden Teile der nachstobersten 
Reihe gleichzeitig nach links gefiihrt werden, ohne dass da- 
durch ein Auseinanderfall des aktiv beweglichen Systems er- 
folgt. Die gestrichelten Korper in dem Schema geben die auf 
den Photographien sichtbaren weissen Tropfen in der aktiv 
beweglichen Substanz an. Diese weisse fliessende Masse ver- 
teilt sich in dem Zelleib ziemlich gleichmassig. In der leben- 
den Zelle sieht man, wie die weissen Tropfen oft mit einem 
Ruck ineinander liberfliessen. Sie treten einzein auf oder bil- 
den an Stellen, wo die Tropfen zusammengeflossen sind, Teile 
des aktiv beweglichen Netzes und timschliessen dann einen 
Oder mehrere der passiv beweglichen Tropfen. 

Im unteren Teil des Schemas sieht man, wie schwarze und 
gestrichelte Korper paarweise auftreten. Dies ist ein Phano- 
men, das in der lebenden Zelle oft vorkommt. Die Paare kon- 
nen in der Zellc von der beweglichen grauen Substanz weit- 
hin transportiert werden. Auch in der toten Zelle sieht man, 
wie ein wtalgefarbter Tropfen, der dem passiv beweglichen 
System angehort, innig mit einem Tropfen aus dem aktiv be- 
weglichen System vereinigt ist. Wenn man einen lebenden 
Granulozyten auf dem Warmetisch in gewohnlicher Beleuch- 
tung beobachtet, findet man nicht selten, dass ein solches 
Paar, das sich von der in Bewegung befindlichen Zelle lofe- 
gemacht hat, in lebhaftem Brown-Tanz frci in dem umgeben- 
den Serum herumwirbelt. Noch in toten, in der Auflosung be- 
griffenen Zellen sieht man, dass die Paare zusammenhalten. 
Im Protoplasma der lebenden Zelle lost sich dagegen ein Gra- 
nulum wieder leicht von seinem Partner. 

Im neutrophilen Granulozyten ist der Zelleib nach den- 
selben Prinzipien gebaut. Die Tropfen in dem passiv bewegli- 
chen System sind bedeutend kleiner als im cosinophilen Gra- 
nulozyten. Hierdurch wird auch das aktiv hewegliche Netz 
feiner. Die weissen Granula in dem aktiv beweglichen System 
sind klein und finden sich gleichmassig in der Zelle vei'teilt. 
In neutrophilen Granulozyten, die mit Brillantkresylblau vital- 



»cfnrbt Sind und bci 37o imlcrsuchl wcrdcn, Irclcn nacli liin- 
Lcr Zcil blaugcfarblc Vaknolcn auf, die weniger hchllH-c- 
chend als die normalcn passiv bcwcglicbcn Tropfen dcr Zellc 
sind und angcnschcinlich zum grdsslcn Toil axis Wasscr bc- 
stchen. Dicse Tropfen odor Vaknolen werden aiicb von dcr 
aUliv bewegliehen Subslanz iin Zcllcib hcruintransporlicrl. 

In cinem neiilrophilcn Granulozylcn, der in Dunkclfcld- 
bclcuchlung belrachlel wird, sind liauplsachlicli die weissen 
Tropfen in dem akliv bewegliehen Syslcin zu schen, wohin- 
gegen das passiv bcwcglichc System dnnkel isl. In cinem cosi- 
nophilen Gramilozylcn lenchlcn die passiv bewegliehen 'I'rop- 
fca, wiihrend die weissen Tropfen in dem akliv bewegliehen 
System nielli so deullich im Dnnkel feld hervorlrelen. 

Der Monozyl hat cin schr fcincs aktiv bewegliches Nclz, 
das sich liber das gauze Plasma verteill. Im Lymphozylcn sind 
das aktiv mid das passiv bcweglichc System nichl gleichmas- 
sig in dcr Zellc verteill, sondern sammcln sich, wenn <lie Zellc 
envarml wird, vor ailem am Hilus dcs nicrenfdrmigcn Kernes. 
Die zienilich grossen passiv bewegliehen Tropfen werden bier 
von dem akliv bewegliehen Syslcm auf dicsclhc ^^"eise wic im 
Graiiidozylcn hchandell. Oft sichl man zwischen den passiv 
bewegliehen Tropfen Fiiden cnlslchcn. 

Im Icbcndcn Gramilozylcn isl das passiv hcwcglichc Sy- 
stem vitalfarhhar. Es licgl nahe, anzunehmen, dass anch die 
Subslanzen, die in dcr gctolclcn fixicrlcn Zellc Farhe aufneh- 
men, dcmselben Syslcm angchdren. Dank dem Enlgcgcnkom- 
incn Professor F, Sallzmans konnlc ich ans dem hiimalologi- 
sclieii Laboratorium dcs Mariakrankenhauscs fiir den Zweek 
geeignetc Bhilpraparale crhallcn. Ein Fall von Pneumonic lic- 
fcrlc nciitrophilc Lciikozytcn, die mil ahnorm grossen nciilro- 
philcn Gramila vcrschcn waren. Als die ZcIIcn mil May-Griin- 
wakls Farbldsimg gefjirhl worden waren, wurden sic in Duu- 
kclfeklliclcnchlung hcoliachtcl. Es isl Icchnisch mdglich, weis- 
sc Bbitkorpercbcn in gewohnlich gcfarhlcn Slrich]irapnralcn 
m Dunkclfcldbclcuchlimg zn vcrfolgcn. In cinem nculropbilcn 
^■anulozylcn sind die weissen Tropfen in dem akliv beweg- 
'cn Syslcm als scbwacb griinlicbc Icncblcnde Kdrnobcn zu 
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sehen. Zwischen den leuchtenden Kdrnchen zeigten sich j'etzt 
die neutrophilen gefarbten Granula al's dunkle, deutlich cr- 
kennbare Schatlen. Das Mikroskop wurde mit einem Wechsel- 
kondensor (Zeiss) versehen, der es ermoglicht, dass das Prii- 
parat, ohne von seinem Platz geriickt zu werden, abwechselnd 
in Dunkelfeldbeleuchtung und gewohniichem Licht untersncht 



„ ■ , Abbildung 5. 

Neutropliiler Granulozyt in einem gefarbten Blutpraparat (Zeiss’ 
Apochromat 90, Kompensationsokular 18). Die neutrophilen Granula 
dunkel. Die Pfeile geben weisse Tropfen in dem aktiv beweglicben 

System an. 

wird. Audi jetzt ergab es sich bei der Unlersuchnng deutlich, 
dass die neutrophilen Granula nicht mit den leuchtenden Gra- 
nula im Dunkelfeld zusamnienfielen, sondern zwischen ihncn 
lagen. Als icli hiernach gefarhte neutrophile Granulozyten auf- 
merksam in gewohniichem Licht beobachtete (Zeiss’ Apo- 
chromat 90, Okular 20), erkannte ich Teile des aktiv beweg- 
lichen Systems bei den grossen neutrophilen Granula in Form 
ungefarbter heller Kdrnchen (Abbildung 5). In einem gros- 
sen Lymphozyten (Abbildung 6) war in einem gewohnlich 
gefarbten Blutpraparat die im Dunkelfeld leuchtende weisse 
Substanz des aktiv beweglichen Systems neben den gefarbten 
Granula zu sehen. Auch basophile Granula in basophilen Gra- 
nulbzyten gehdren dem passiv beweglichen System an. 

Um das Oxydaseenzym in der Zelle zu lokalisiercn, wur- 
den neutrophile Granulozyten mit ciner verdiinnten Ldsung 
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von Dimcthylparaphenyldiamin boliandcll. Hicrbci erliicll man 
zahlreiche blauc Kornchcii im Proloplasnia dcr Zellc. Auch 
diese Kornchen lagen zwischcn dcr Icuclitcndcn Granularsiil)- 
stanz im Dunkelfcld iind warcn in den Maschen des akliv 
beweglichcn Systems in gcwohniichcm Lichl deullich zu cr- 



ADimciung (j. 

A grosser Lympliozyt in einem gofarbton Bluli)riii)ari)t, Jj flieselJie 
Zelle m Dunkolfoklbeleuchtung. Die n-cisse Snl)s(-itr/ in n \ 

Giamila m elem sclnvarzon Zelloib liorvor. 


fcr ver„„m„t f 

ll«'veglichcn Sys(cm .ingcho'rr ' ' licni i)iissiv 

Diesc Annahme wird besl-ilirfi 
Lymphozylon niiher unlersull 1 i 

Janusgriin odor Brillanlkresvnil die mil 

Hilus des nicrenfdrniigen Kor siehl man am 
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farbten Tropfen bewegen sich aktiv, die gefarblen passiv. Die 
letzteren sind oft durch feine gefarbte Faden verbunden, Nach 
M. R. und W. H. Lewis farbt sich die Chondriosomensubstanz 
in vitalgefarbten Lymphozyten mit Janusgriin. Alles scheint 
mir mithin darauf hinzuweisen, dass dem Chondriosom, das 
in Lymphozyten in fixierten, mit Eisenhamatoxylin gefarb- 
ten Praparaten zum Vorschein kommt, in der lebenden Zelle 
die passiv beweglichen, leicht vital farbbaren Tropfen entspre- 
chen, die daher im Lymphoz 5 den zum wesentlichen Teil von 
Chondriosomensubstanz gebildet werden. Auch die Ahnlich- 
keit zmschen dem passiv beweglichen System und den mit 
Eisenhamatoxylin farbbaren Strukturen ist schlagend. In bei- 
den sieht man eine Anzahl ziemlich grosser Punkte und zwi- 
schen ihnen hinlaufender gerader Striche. Das aktiv bewegli- 
che System, das von Axel Wallgren (1928) als Chondriosomen- 
substanz aufgefasst .worden war, hat nicht genau dasselbe 
Aussehen und farbt sich in dem lebenden Lymphozyten auch 
nicht mit Janusgriin. 

Nach mehreren franzosischen Forschern besteht das Chon- 
driosom aus lipoidartigen Stoffen, die nach Regaud miV'^ 
einem Eiweisstoff verbunden sind. Franzdsischerseits ist auch 
hervorgehoben worden, dass Heilmittel, Gifte und Toxine von 
der Chondriosomensubstanz gebunden werden konnen. 

Bei meinen Versuchen mit Brillantkresylblau fiel mir die 
Schnelligkeit und Begierde auf, mit der die Farbe in das weis- 
se Blutkdrperchen aufgenommen wird. Man braucht nur einige 
Minuten, um einen Tropfen Blut und Farblosung zu mischen 
und daraus ein Praparat herzustellen. Wenn das Praparat 
fertig w'ar und in das Mikroskop eingesetzt wurde, batten die 
Leukozyten schon Farbe aufgenommen. Als die Farblosung 
bei dem folgenden Versuch sukzessiv verdiinnt wurde, vcr- 
loren die lebenden Zellen nicht in nennenswertem Grade die 
Fahigkeit, die blaue Farbe aufzunehmen. Die Verdiinnung 
1 : 100 Millionen farbte noch neutrophile Granulozyten, wenn 
auch langsamer als gewdhnlich. Erst wenn die Konzentration 
1 : 2 Milliardcn erreicht war, nahmen die Zellen einen schwach 
griinlichen Farbenton an. Die Grenze fiir die Fahigkeit der 
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7eUe Farbc atis dem nmgehenden Medium aiifziincbmcn, 
scbicn aho bci ctwa 1 : 1 MiUiarde zn Hagen. Vielleichl darf 
'^icse Eigenschaft dcr Leiikozylcn mil dcr cl)cner%viihnlen Fii- 
higkcit des Chondriosoms, korpcrfrcmdc SlolTc in sich aiifzu- 
nchmen, in Vcrbindung gebrachl werdcn. 

In tote Graniilozylcn wird die Farbc jcdoch nichl gleich 
Icicht aiifgenoinmcn. Es wurdcn Vcrsuciic gcmachl mil Gra- 
milozytcn, die bei einer 48 Slundcn alien Scnkiingsrcaklion 
entnommen, in dcr allc Zcllen lot waren. Aus cincr Ver- 
cliinnung von 1 ; 10 000 nahmen die Zcllen zwar Rrillanlkrcsyl- 
blau auf, aber anders als lebendc Zcllen. Nur cincr oder dcr 
andcre passive Tropfen war sclnvach gcfarbl. Die Zcllen fiirb- 
len sich anch nichl so schnell wie lebendc Zcllen. 

Wie aus dem Obigen hervorgehl, diirfcn wir mil gulcn 
Griinden annehmen, dass die Chondriosomcnsubslanz cinen 
Teil des passiv bewcglichcn Syslem.s bildcl und sich folglich 
wie cine Fliissigkeit vcrliiill, also flii.ssigc Kon.sislcnz bcsilzl. 
Die Histologcn haben gczcigl, dass die Chondriosomen in Zcl- 
len glcicher Art rund oder zu langcn Sliiben ausgczogcn scin 
konnen. Die folgcndc Bcobacbliing erkliirl vielleichl, wicso 
ein und diescibc Substanz in dcr Zellc iinlcr so slark variic- 


render Form auflrelcn kann. Ein vilalgcfarblcr cosinophiler 
Granulozyl kroch langsam auf dem Objeklglas vorwarls. Im 
hinteren Teil dcr Zeile war ein grosser blaugefarblcr Tropfen 


zu sehen. Die Zclle war clwas bescbiidigl und bcftcle sicb . du- 
ller mil ihrem binlercn Toil an dcr Unlcrlagc an. Sic slrcblc 
jedoch vorwiirls, wobci sicb dcr binlcre Teil dcr Zcllc sicbl- 
bai slraffte. Dcr blaue Tropfen wurdc dabci zu cincm langcn 


schmalen Slab ausgczogcn, dcr wieder rundc Form annabm, 
als die Zellc sich zusammenzog. Vicllcicbt entslcbcn die slab- 
oder fadenfdnnigcn Chondriosomen in Gcwcbszcllen durcb 
iihnlichc Spannungsvcrhallnisse im umgebenden Proloplnsma. 

DasFazd dcr vorsichcndcn AiiiifiUmingcn isi nho, do.v.v zii 
lem passw beweglichen System in den nniersnehien Zcllen 
Clmclrwsomensnbsfanz, die fiir die cosinoplulcn, nenirophi. 
™ m,l bmophUe,, Gram.loznlcn ehmakterkthchen r,m,mtar- 

S «/uen imd Oxydascenzym gchdven. Wie sicb diese ver- 



schiedenen Sloffe gegenseitig zueinander verhalten, entzieht 
sich der Beobachtung. In einem nentrophilen lebenden ungc- 
farbten Granulozyten sind die passiv bcweglichen Tropfen 
hinsichtlich der Grosse und Farbe etwas variabel. Manchc 
scheinen schwarz, andere grau zu sein. Brillantkresylblau wird 
auch nicht von alien Tropfen aufgenommen. Vielleicht deutet 
dies darauf, dass die verschiedenen Substanzen in dem passi- 
ven System sich voneinander getrennl hallen. 

Bei seinen Untersuchungen der nentrophilen und eosino- 
philen Granulozyten in Dunkelfeldbeleuchtung beobachtete 
Axel Wallgren im Protoplasma der Zelle ein interessantes 
Phanomen, das er »Tropfenverschiebung« nannte. Sowohl in 
neutrophilen als in eosinophilen Granulozyten sah er, wie sich 
die leuchtenden Granula iiber weitere oder kiirzere Strecken 
nach dem Mikrozentrum der Zelle hin verschohen. Wenii der 
Tropfen sein Ziel erreicht hatte, wurde er oft mit einem Ruck 
zuriickgestossen. Auch in vitalgefarbten Priiparaten war es 
mir gelungen, das Phanomen in gewohnlichem Licht zu beob- 
achten. In einer eosinophilen Zelle sah ich, wie ein dem pas- 
siv beweglichen System angehorender Tropfen von dem aktiv 
bcweglichen umgebenden Protoplasmanetz nach dem Mikro- 
zentrum hin gefiihrt wurde. Als der Tropfen die granulafreie 
graue Liicke der Zelle, die das Mikrozentrum bezeichnete, er- 
reicht hatte, wurde er mit einem Ruck zuriickgezogen. In ei- 
ner Zelle verschoben sich mehrere ahnliche Tropfen in einer 
Reihe nacheinander auf diese Weise gegen das Mikrozentrum 
der Zelle. Auch konstatierte ich, wie die hellen Tropfen in 
der aktiv beweglichen grauen Substanz bei gewohnlicher Bc- 
leuchtung weit nach dem Mikrozentrum hin wanderten. Es 
entsteht jedoch keine Anhaufung von Substanz in der Mittc 
der Zelle, sondern die Tropfen verschwinden wieder in der 
Umgebung. Unwillkiirlich denkt man an einen chemischen 
Prozess, der schnell bei dem Mikrozentrum der Zelle statl- 
findet. Es diirfte auch von Inieresse sein, dass die passiv be- 
weglichen Tropfen und die weissen Tropfen des aktiv beweg- 
lichen Protoplasmas, zwischen denen iiberall im Zelleib eine 



lebhaftc Wechselwirkung festznsiellen ist, ofi demselbcn Ziek 
dem ifikrozcntnim der Zelle, ziigefiihrt iverdcn. 

Alls dm Beobachtiingen, iiber die hier berichiet ivordcn 
ist geld bcrvor, dass das aktiv bewegliche System das Traiis- 
po'rltvcscn der Zelle darstellt, das die verschiedenen Teile des 
Zelleihcs mil den fiir die Lebenshalhing dev Zelle ivichtigen, 
in den passiv bcweglichcn Tropfen enthaltenen Staff cn ver- 

siebt. 

Audi die Fortbewegnng der Zelle, die ambboiden Bewegun- 
gen, wcrden von der graiien Substanz des aktiv beweglichen 
Sijslcins bcsorgt. Aiis Abbildung 1 D sieht man, wie die aktiv 
bewcgliclic graue Substanz olinc Grenze in die strukturlose 
Psciidopodic, die die Zelle teihveisc umgibt, iibevgelit. Wenn 
die Zelle vorwiirls kriechl, leitet eine solche Pseudopodie stets 
die Bewegungen der Zelle ein. Nach einer Weile fliessen die 
passiv beweglichen Tropfen und die weissen Tropfen in dem 
akiiv beweglichen System plotzlich in die optisch leere Pseudo- 
podic. Dabei schwillt das zunachst bei der Pseudopodie ge- 
legene graue aktiv bewegliche Netzwerk zu einer zitternden, 
zicmlich lockeren gallertartigen Masse an. Die passiv bewegli- 
clicn Tropfen in den Maschen des Netzes und die weissen 
Tropfen in den angeschwollenen Fasern dieses gelatinosen 
Netzes fiihren hierbei in dem neutrophilen Granulozyten sehr 
lebhaftc Brown-Bewegungen aus. In der eosinophilen Zelle isl 
dicser Brown-Tanz nur angedeutet. Nach einigen Augenblicken 
niiumt das graue, aktiv bewegliche Netz wieder seine gew'ohn- 
lichc Konsislcnz und sein gewdhnliches Ausschen an, und die 
Brown-Bewegungen in den Tropfen horen auf. Es scheint mit- 
hiii wahrscheinlich, dass die strukturlose Pseudopodie, \venn 
sic \erschwindet, in die angrenzende graue Substanz in dem 
akti\ beweglichen Plasma aufgenoinmen wird, welches dabei 
anschwillt. Es liegt dann auch die Annahine nahe, dass die- 
selbc Substanz auch zur Entstehung der Pseudopodie fiihrt. 

Oben wurden die beiden verschiedenen Systeme im Zelleib, 
das aktiv und das passiv bew'egliche, beschrieben. In den eosi- 
nopnen und neutrophilen Granulozyten und im Monozyten 
■•''t (be .Anordnung der Systeme in hohem Grade die gleiche. 
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Im Lymphozyten erkennt man dieselben leitenden Prinzipien 
im Ban des Protoplasmas, obwohl sich alle Granularmassc 
zeitweise am Kern ansammelt und ausserdem in geringerer 
Menge als in den Granulozyten vorhanden ist. Es diinkt micli 
dalier wahrsclieinlich, dass auch andere menschliche Zellen 
nach denselben Prinzipien aufgebaut seien. Zunachst wiirden 
Zellen in BetracM kommen, die man bei der Knoclienmarks- 
punktion erhalt. Legt man ein gewohnliches, ziemlich schwacli 
gefarbtes Strichpraparat aus Knochenmark in das Dunkel- 
feldmikroskop, so siehl man, wie alle Vorslufen der weissen 
Blutkorperchen roller leuchtender Granula sind. Unter An- 
wendung der Mikrometerschraube kann man sich im Mikro- 
skop davon iiberzeugen, dass diesc ein Netzwerk bilden, das 
hochgradig an das aktiv bewegliche Sj-stem in den lebenden 
Granulozyten erinnert. 

Ein besonderes Interesse bietet die Plasmazelle dar. Der 
bei dem Kern liegende »hclle Hof« ist friiher Gegenstand der 
Aufmerksamkeit gewesen. Aus den Untersuchungen von Axel 
Wallgren (1911) und Castren (1919) geht hervor, dass es 
sich nicht, wie vorher angenommen wurde, um eine Vakuolc 
im Plasma handelt, da sich das Mikrozcntrum der Zellc und 
der nach Silberimpragnierung herv'ortretende Apparato reti- 
colare interno an der entsprechenden Stelle der Zellc befin- 
den. Im Dunkelfeld sieht man, wie grosse Mengcn weisscr 
Tropfen oder Kornchen dcsselben Aussebens wie die weissen 
Tropfen in der aktiv beweglichen Substanz der Zelle geradc 
an dem Platz des hellen Holes angesammelt sind. Die in Rede 
stehende Substanz ist nicht mit den bei Zellfdrbiingen ge- 
brdiichlichen Farben fcirhbar, und das entsprcchende Gcbiet 
im Zelleib der Plasmazelle tritt daher als ein heller Fleck 
hervor. 

Bishcr sind nur Zellen aus Blut oder Knochenmark bc- 
sprochen worden. Da das aktiv und das passiv bewegliche Sy- 
stem in alien untersuchten Zellen wiederzufinden sind, schicn 
es wahrsclieinlich, dass es sich um cine innerc Organisation 
im Plasma der Zellen bandelc und dass diese Anordnung in 
alien Zellen des Kdrpers wiederkehre. Es ist daher von gros- 


scm Intcrcssc, zu wisscn, wic sicli die fixcn Gcwcbszcllcti in 
dicscr Beziehung vcrhallcn. Da mir cin bei Opcralioncn zu- 
riickbchaltenes, in Zenkers Losung fixierlcs imd mil Eisen- 
hiimaloxylin gcfarbles Material zur Vcrfiignng stand, \Yurden 
gccignctc Parlicn in besonders divnnen Schi\illcn oincr niihe- 
ren Priifung im Dunkelfcldmiki-oskop nnlerworfcn. 

Auf diese Weise wurden Epilliclzcllen ans Niere, Testis 
mid Epididymis sowic Riesenzcllcn und Epillicloidzcllcn ans 
tubcrkiildsem Gewebe imlcrsuchl. Ansserdem ■\vurdcn in For- 
malin fixierlc nnd mil Weigcrls Hiimaloxylin gcfiirblc Zellcn 
aiis Basalzcllcnkarzinomcn nnd Plallcncpilhctkarzinomen, rc- 
tikulurc Zcllen nnd Epilliclzcllen aus Schlcirnlianl dcs Corpus 
uteri sowic Rclikclzcllcn in Lymplidriisc aus cineni Fall von 
Lj’mpliogranulonialosc gcpriifl. Dor Refund war imnier sowolil 
in normalcm als in palliologiscliom Gewebe dorsclbe. Im 
Zcllcib sielil man cin ausgcdclinles Nctzwcrk, das in lioliem 
Grade an das aktiv bcwcgliclie System in den Granulozylcn 
crimiert, aber vicl feiner isl. Die im Zcllplasma dcr Zcllen 
vorkommenden gefarbten Slrukluren sind in den Masclien dcs 
Nclzcs auf dicsclbc Weise wiederzufinden wic das passiv be- 
wcgliclic System in den Lympbozyten. 

Dicscr Sachvcrhall sclicint mir daranf hinztnnciscn. ddss 
die mcnschliclicn Zcllen luich dem gleichcn System nufye- 
baid sind. Falls aber die fcincrcn Sirnkturen im Zcllplasma 
stets densclhen Tijpas vertreten, isl cs aiteli denkbar, dass das 
innerc Leben dcr Zcllc. anf dlinliclie Weise wie in dem weis- 
sen Blidkorpcrclien nor sich yeht, Es muss jedoeli weilcrer 
wissenscbafilicher Forsclmny oorbchalicn blcibcn, :ii enl- 
scheiden, ob sich die hier ansf/cs])rochcncn Vermnlnnycn be- 
walirheitcn. 

Das aktiv bcwcgliclie System, besonders die weissen 'I'roi)- 
fen in demsciben, liabcn sich wegen mangclliaflcr Farbbar- 
kcil dcr Aufmerksamkcil enlzogcn. Mil cicn bei dcr gcwdlin- 
behen zylologischcn Forscliung angcwandlcn Farbcnicllio- 
den farben sich die Tropfen niclil. 1895) gclang cs Zollikofer 
millcls Joddampfen in nculropliilcn Lcukozylcn inlcnsiv 
braune jodophilc Kornclicn zum Vorschein zu bringen. Laza- 



774 


rus ujid NaegeJi nehmcn an, class die Kdrnclien chcmisch mil 
Amyloid verwandt sind imd dass sie schr schnell zerfallen. 
Die Aveissen Tropfen in dem aktiv beweglichen System, um 
die es sich anscheinend handelt, haben jedoch keine Neigung 
zu zerfallen. Sie biciben im Gcgenteil noch langc nach deni 
Tod der Zclle morphologisch unvcrandcrt. Aiich in Zellen, die 
in stark sauren Flussigkeiten fixiert worden sind, sind die 
ebengenannten Tropfen noch im Protoplasma anzutreffen. Es 
Avurde friiher erwahnt, dass die weissen Tropfen in dem aktiv 
beweglichen System in den Leukozyten in einem auf geAvohn- 
liche Weise gefarbten Blutpraparat zu sehen sind, wenn niir 
die Aufinerksanikeil daraiif gerichtet woi’den ist. Ein erfahre- 
ner Hamatolog, dem die hicr Aviedergegebenen Untersuchungs- 
ergebnisse A^orgelegt AA^orden Avaren, teilte mit, er habe die 
Tropfen allerdings fruher benierkt, habe sie aber als Liicken 
im Plasma aufgefasst. 

Die passiA^ beAveglicIie Substanz ist farbbar und daher den 
HamatoJogen imd Histologen allgemein bekannt. Die Annahme 
Axel Wallgrens, class die »Granula« der Granulozyten und die 
Chondriosomen in der lebenden Zelle in fliissiger Form auf- 
treteUf wird, wie schon bemerkt, durch meine Vntersuchun- 
gen bestdtigt. Die Lehre von den Fliessbahnen, die die Granula 
miteinander verhinden und dadurch ein »Zyioretiknhim«^ bil- 
den, kann dagegen nicht mehr aafrechterhalten werden, Es 
ist nicht mbglich, dass ein feines und dichtes Raumnetz aus 
Substanzen, die passh^ in der Zelle hin und her transportiert 
Averden, sich fortAvahrend teilen und nach verschiedenen Rich- 
tungen hin Averted t AA^erden, sich, Avenn die Zelle bei der Fixie- 
rung getotet wird, in Avohlgeordnetem, vollig unbeschadigteni 
Zustand prasentieren Aviirde, Ein geAVohnliches Fischnetz A^er- 
AAUckelt sich leicht, Avenn es von unerfahrenen Handen bc- 
handelt Avird. Ein Raumnetz, mit Diniensionen in den drei 
Ebenen des Raumes, ist natiirlich noch schAverer zu regieren, 
ohne dass es in Unordnung gerat. Das Zjdoretikulum der 
fixierten Zelle, nach dem man ja in seinen Praparaten lange 
suchen muss, entsteht AA^ahrscheinlich in der einen oder an- 
deren Zelle, kurz bcA'or die Zelle fixiert AAurd. Es ist fruher 



bcschricben worden, wie die aktiv bewegliche Siibstanz in den 
Granulozyten periodenweise cine auffallend lebbafte innerc 
Aktivitat bekundet, wobei sicli die passiv Ijeweglichen Tropfen 
imaufliorlich in neue Tropfen teilen. Die Fiiden, die sich da- 
bci zwiseben den nenen Tropfen bilden, lassen alsdann ver- 
inutlicb die sogenannten »Fliessbabnen« enlstehen, nnd eine 
Zelle mil inebrcren Fiiden soldier Art sclieint mil einem Zy- 
loretikuhnn versehen zn sein. Es \Yurde sich mi thin nicht 
um reine Knnstprodukte handeln, sondern um agonal ent- 
standene Strukturen, denen cine unrichtige Bedeutung zuge- 
schrieben -worden ist. 
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(AVS DEM PATHOLOGISCHEN LADOllATOBIUM DES INSTl- 
TUTS FUR STRAHLENBEHANDLUNG IN HELSINGFORS 
VORSTAND: dr. MED. 1. WALLGREN). 


iJBER EINIGE NEKROBIOTISCHE 
ERSCHEINUNGEN BEI DEN NEUTROPHILEN 
UND EOSINOPHILEN GRANULOZYTEN 

Von Ivor WalUjren. 

(Eingegangen hei dcr Redaktion 28. Mai 1943). 

Im Jahre 1925 berichtet /?. Seyderhelm iiber eine Unter- 
suchung bei der er mit kolloidalen Farbstoffen die Vitalitat 
von Entziindungszellen gepriift hat. »Fugt man z. B.«, sagt 
Seyderhelm, »frisch gewonnenem Eiter kolloidale Farblosun- 
gen hinzu, so farben sich die meisten Zellen nicht, wahrend 
iiberraschenderweise einige Zellen sofort intensiv gefarbt er- 
scbeinen. Liisst man diesen Eiter langere Zeit stehen, so 
nimmt jetzt die Zahl der Leukozyten, die den hinzugefiigten 
kolloidalen Farbstoff in sich aufnehmen, zu, und nach et- 
lichen Stunden sind samtliche Zellen dieses Eiters farbbar. 
In diesem Vorgang spiegelt sich farberisch der Prozess des 
Alterns bzw. Absterbens der Zellen wider. Ausschliesslich die 
Zelle, deren Membran wahrend des Absterbens ihre Undurch- 
ganglichkeit eingebiisst hat, nimmt den kolloidalen Farbstoff 
in Protoplasma und Kern auf. Zellen, die vollig »abgestorben« 
sind, farben sich momentan nach Zusatz eines Tropfens kol- 
loidaler Farbstofflosung; Zellen, die geschiidigt sind, lassen 
den kolloidalen Farbstoff in mehr oder minder verlangsamtem 
Tempo durch ihre »geschadigte« Membran hindurchtreten. 

Die membranschadigende Wirkung jeglicher Art von Zell- 
giften lasst sich auf diese Weise quantitativ unter dem Mi- 
kroskop sichtbar verfolgen: der definitive Zelltod markiert 
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sich mil dem Zeitpunkl, wo aitcli dor Zellkern den kolloidalcn 
Farbstoff aufgenommcn hal.« 

Die Farblosung, die Scijderhelm amvendel, ist cine Mi- 
sclumg von Kongorot und Trypanblau. Fiir den klinisclicn 
Gebrauch wird die Fliissigkcil in gceigncler Vcrpackung von 
der Firnia Passet nnd Wolff in Hamburg geliefcrt. Scijdcr- 
hdim Methode hat sich als anwendbar crwiescn. Molnar hal 
die Supravilalftirbung bei der Behandlung von Perilonilidcn 
benutzt. Wenn das Exsudat wenig und nichlfiirbbarc Zcllen 
enlhielt, fand cr Drainage unnolig. Zcllenreiches Exsudal mil 
zahlrcichcn farbbaren Zellen liisst vermuten, dass die Infck- 
tion weiter forlgcschritlcn ist und cine Drainage notwendig 
macht. 

Kcmcmj hal die Methode bei chirurgischen Krankbeilcn 
in den Harnwegen angewandl. Rcichliches Vorhandensein su- 
pravital fiirbbarcr Zcllen deulcl auf Chroniziliit odor Koin- 
plikalionen. Kohler und Roseiisiein bcurleilcn den Effckl der 
Chemolherapie mil Hilfe dcr Seijderhelmschen Melhodc. 

Obwohl cs sicb also gczeigl bal, dass das Verfabren prak- 
lische Bedculung bcsilzl, konnen doch gegen seine Ihcorc- 
tische Erkliirung gewisse Bedcnkcn erhoben werden. Warum 
farbt sich nur cin Teil der Zcllen dcs Exsudates? Scijderhelm 
mcint, wie bcreils hervorgehoben wurde, dass die Mcmbran 
der lebcnden Eilcrzellcn nichl fiir Farbcn in kolloidaler Lb- 
sung durchganglich sci. Erst wenn die Zcllc geschiidigl odcr 
abgetblel sei, werde die Farhe aufgcnommen. Unlcrsuchl man 
jcdoch die wicbtigslen Eiteizellcn, die Granulozylcii, in Ic- 
bcndein, ungcschadigtcm Zusland in Dunkclfcldbeleuchlung 
Oder in gcwohniichem Lichl, so findet man, dass die Zcllen 
nicht mil einer Membran umgeben sind. Scijdcrhehm Erklii- 
rung des Phiinomens bant milhin auf unricliligcn Priimissen. 

Die Beobachlimgen, die Scijderhelm gcmacbl bal, sind in- 
dessen unstreilig von Inlercsse. Man fragt sich, ob cs wirk- 
Hch moglich ist, miltels einer cinfachen Farbreaklion zwi- 
schen lebendcr und toler Materic zu unlerschcidcn. Konnen 
kolloidale Farblosungen faktisch als Rcagens fiir das un- 
erforschte Etwas dienen, welches das Lcbcn kennzcichnel? 

Acta path. Vol, XV. •<. 
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Es hat mir daher der Miihe wert geschienen, das Verhalten 
der Granulozyten gegenuber den von Seyderhelm angewandten 
kolloidal Idslichen Farben einer naheren Priifung zn unter- 
ziehen. 

Unsere Kenntnis des lebenden Granulozyten hat sich in 
den letzten Jahren vertieft. Axel Wallgren hat genaue Be- 
schreibungen lebender neutrophiler und eosinophiler Granu- 
lozyten nach Beobachtungen in Dunkelfeldbeleuchtung gege- 
ben. In dieser Zeitschrift hat der Unterzeichnete vor kurzem 
liber eine Untersuchung der feineren Zellstrukturen und ih- 
rer Veranderungen in lebenden vitalgefarbten und ungefarbten 
Granulozyten bei Betrachtung in gewohniichem Licht bench- 
tet. Auf Grand dieser Beobachtungen ist es jetzt moglich, zu 
entscheiden, ob die untersuchte Zelle, auch wenn sie keine 
amoboiden Bewegungen ausfuhrt, tot oder fortgesetzt am Le- 
ben ist. 

Im folgenden will ich daher iiber einige Versuche berich- 
ten, durch die festgestellt werden soil, in welchem Verhaltnis 
die Zeichen von Leben Oder Tod, die sich aus den feineren 
Strukturen des Protoplasmas ergeben, zu der Farbbarkeit mit 
Kongorot und Trypanblau stehen. 


Versuch 

Es werden gleiche Teile Blut und Seyderhelmsche Original- 
Idsung gemischt. Aus kleinen Tropfen der Mischung wird 
ein mikroskopisches Praparat hergestellt. Das Deckglas wird 
mit Vaselin umgeben. Das Praparat wird bei Zimmertempe- 
ratur aufbewahrt und nach 24 und 48 Stunden untersucht. 
Keine lebende Zelle hat sich gefarbt. Von den toten Zellen 
sind die meisten starr, mit unbeweglichen Granula. In einer 
geringen Anzahl von Zellen ist das Plasma diinnflussig, und 
die Granula sind in lebhafter Brown-Bewegung. Die meisten 
toten Zellen sind ungefarbt. Nur in der einen oder anderen 
Zelle haben sich die Granula schwach gefarbt. Der Versuch 
wird wiederholt und fallt auf dieselbe Weise aus. 

Versuchsergebnis: Seyderhelms Farblosung farbt keine le- 
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bcnden Zellen. Von den tolen Granulozyten haben nur man- 
che Farbe aufgenommen. 


Versuch 2. 

Fine Granulozytenaufschwemniung, die aus dcr Plasma- 
sauie bei einer Senkungsreaktion entnoinmen ist, wird 48 
Stiinden bei Zimmerlemperatur stehengelassen. Gleiche Teile 
der Aufschwemmiing und Seyderhelmscher Farbiosung wer- 
den gcmisclit und das Praparat bei 37” unlersuchl. Nur we- 
nige Granuiozylen haben sicb gefarbl. Die gefarbten Zellen 
siiid abgeslorben und sekundar verandert. Der Zellcib ist ge- 
borsten oder aber der Zellkern ist auffalicnd geschwollen. 

Versiichsergebnis: Seyder/iebnscbe Farbiosung fiirbt tote 
Zellen, die sicb sekundar verandert haben. 

Versuch 3. 

Kongorot wird mit pbysiologiscber Kocbsalzlosung im Ver- 
haltnis 1 : 10 gemischt. Aus der Farbiosung und gleicben Tei- 
ien Blut wird cine Mischung hergestellt. Ein kleiner Tropfen 
davon wird nach 24 Stunden bei 37” untersucht. Alle Granu- 
lozytcn sind abgestorben. Ein Teil der Zellen ist ungefarbl, 
die anderen gefarbt. Die gefiirblen haben im allgemeinen einen 
starker angeschwollenen Kern als die ungefarbten. 

Versuchsergebnis : Kongorot fiirbt hauiitsiicblich sekundar 
veriindertc Zellen. 


Versuch 4. 

Kongorot wird im Verhaltnis 1 : 10000 in pbysiologiscber 
Kocbsalzlosung aufgclost. Die Farbiosung wird mit gleicben 
Teilen Blut gemischt, wonach ein kleiner Tropfen dcr Mi- 
schung unter dem Deckglas auf dem Warmetisch bei 37” 
untersucht wird. Die Granulozyten fuhrcn amoboide Bewe- 
gungen aus, die jedoch langsamer als normal sind. Ein Teil 
der Granularsubstanz bat sicb dunkelblau gefarbt. Nocb am 
folgenden Tag sind lebcnde neutrophile Granulozyten anzu- 
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treffen. Der Versuch wird wiederholt und fiillt auf gleiche 
Weise aus. 

Versuchsergebnis: Kongorot wrd von lebenden Granulo- 
zyten aufgenommen. 


Versuch 5. 

Pnlverformiges Trypanblau vdrd in 0,85 %iger Kochsalz- 
Idsung aufgeschwemint. Gleiche Teiie von der Aufschwemmung 
und von Blut werden gemischt. Man lasst einen kleinen Trop- 
fen der Mischung sich unter einem Deckglas ausbreiten und 
untersucht ihn sofort bei 37*’. Samtliche Leukozyten sind 
hochgradig gefarbt. Sie haben sich alle zu grossen bizarr 
geformten Haufen angesammelt. Die Farbkornchen im Zelleib 
sind deutlich sichtbar. Das Zellplasma ist ganz starr. 

Versuchsergebnis: Trypanblau in Substanz totet die Gra- 
nulozylen sofort. 


Versuch 6. 

Aus Trypanblau (Griibler) und 0,85 %iger Kochsalzlosung 
wird eine gesattigte Farbldsung hergestellt. Ein Tropfen der 
Farfae wird vorsichtig mit einem Tropfen Leukozytensuspen- 
sion, der aus der Plasmasaule bei einer Senkungsreaktion ent- 
nommen ist, umgeriihrt. Aus der Mischung wird ein mikro- 
skopisches Praparat angefertigt, das auf dem Warmetisch 
untersucht wird. Nach 24 Stunden haben sich die Zellen fast 
bis zur Unkenntlichkeit verandert. Die Kerne sehen wne auf- 
geblasene Luftballons aus. Ihre Form ist rund oder langlich. 
Von den verschiedenen Lappen ist selten auch nur eine An- 
deutung zu sehen. In Dunkelfeldbeleuchtung besteht der Kern 
aus einer sehr fein granulierten braungefarbten Masse, die 
sich scharf von der Umgebung abgrenzt. Der Zelleib ist zer- 
sprengt und bildet gewohnlich eine kleine zerfetzte Kalotte 
irgendwo auf dem monstruos grossen Kern. Die Granularmasse 
des Zelleibs liegt ganz starr da und ist in manchen Zellen 
gefarbt, in anderen ungefarbt. In Dunkelfeldbeleuchtung sind 
die gefarbten Granula blau, rot oder griin. In gewohnlichem 



{kill M (ii'' Kollo schwaoh lilnuviolctl und uiulcuUioh 

niMlu-n. Hoi starker Vergrossoruni* isl z» konslaliercn. (lass 
.He (Iramila sioh sclnvach {'cf-irbl lial)cn. ni)or 7Avisohen ihnen 
skill man oinzolno. die dunkel hlaiiviolcU .sind. Die Granula 
,l, r habon sicb gcfivrbl. 

\’t'r.surltsrr;H'l>nis: Trypaiiblaii licwirkl cine Ansobwellun!,' 
(ier Kcllkcrnc. 


Veranvh 7 . 

Man liissl oinen kicinon Troiifcn konzcnlricrlcr Trypan- 
liiaiildsung auf eincin Objoklf'Ias einlrockncn. Aiif dicsen 
I'arbfiock wird oin 'rropfon frischen BUilos gcsclzl, dcr sich 
iinliT dein Dcokglas auslircitcl. Die I'arbc lost sich in dcr 
iliinnen Seruinsehicbl auf und diffundicrl langsain nach dcr 
t'inj,'obnni^ zu. Das Priiparal wird, nacluicin das Dcckftlas 
mil Vasolin uiuftcben isl, umnillclbar auf dem Warmelisch 
lu'obarhU'l. In scinen {leriphcren Tcilcn sind die Erylhrozylcn 
nind. Die Granulozylcn riilircn norinalc ainiiboidc Bewegun- 
gfii alls. Elwas naher bei dcin gcfarlilcn Gcl)icl sind die Ery- 
tliriizylcn am Bande ausgenagt. .Manelic Granulozylcn l)c\ve- 
een sich vorwiirls, aber andcre sind dnreb mehrcrc ITidcn am 
hinlercn 'IVil dcr Zcllc auf dcr Unlcrlagc bcfcsligl und liegen 
'•liii und ausgclircilcl da. — - Xoch niiber bei dcin gefarbten 
(icliicl liaiicn die Erylhrozylcn Slcchapfclform angenoinmen. 
Die Granulozylcn licgcn still, ohne Lcbcnszciehcn ausgcbrcilcl 
<la. In Dnnkeifeidbelcucblung crsebcinen die Granula schwach 
lii;iulieh. In gowdlinliclicin Licht sind sic ungcfiirbl. — Iin 
HtTcich dcs I'arbficckcs sind die Kerne gcfiirbl und aufgc- 
'piollcn wic im vorhcrgchcndcn Versueh. Die Granula sind 
in manclicn Zelien gcfiirbl, in andcren ungcfiirbl. 

Vcrsuchsrn/rbni.s: Die Granulozylcn sterben ab, wenn sic 
cine Sjinr von 'I rypanblati aufgcnonuncn Iiabcn. 


Vi'rsuch S. 

Hm Objcktglas wird auf dicsclbc Weise %vic in den vor- 
luTgchcndcn Versurben mil Trypanblau prainiricrl. Man liissl 
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einen Tropfen 24 Stunden alter Leukozytensuspension aus der 
Plasmasaule bei einer Senkungsreaktion sich unter dem Deck- 
glas auf dem Farbtropfen des Objektglases ausbreiten, Einige 
Minuten danach wird das Praparat in Dunkelfeldbeleuchtung 
durchgemustert. In unmittelbarer Nahe des Farbfleckes hat 
sich nur eine oder die andere Zelle gefarbt. Der Kern ist 
braunlich und eiwas gequollen. Die Granula sind in inan- 
chen dieser Zellen gefarbt, in anderen ungefarbt. 

Nach 24 Stunden wurde das Praparat, das in Zimmer- 
temperatur aufbewahrt worden war, von neuem durchgesehen. 
Im Farbgebiet ist etwa die Halfte der Zellen gefarbt. Im all- 
gemeinen sind die Zellen, in denen sich die Granula gefarbt 
haben, grosser als die untingierten. Der aufgequollene Kern 
ist oft teihveise entblosst. Die ungefarbten Zellen sind kleiner 
und haben unversehrte Konturen. Doch kommen Ausnahmen 
von dieser Regel vor. 

Vevsachsergebnis: Trypanblau farbt im allgemeinen se- 
kundar veranderte Zellen, 


Versuch 9, 

Es wird ein Deckglaspraparat aus gleichen Teilen frischen 
Blutes und Trypanblaulosung 1 : 10000, in der die Farbe in 
0,85 %iger Kochsalzlosung aufgelost ist, hergestellt. Die Gra- 
nulozyten fiihren amoboide Bewegungen aus, nehmen aber 
keine Farbe auf. 

Versnchsei'gebnis: Lebende Granulozyten enthalten kein 
Trypanblau. 

Aus den Versuchen 1 und 2 geht hervor, dass wir durch 
Farben von Granulozyten mit der Segderhelmschen Farb- 
losung nicht entscheiden konnen, ob die Zelle tot oder leben- 
dig ist. Zellen, die kurz vorher abgestorben sind, nehmen 
noch keine Farbe auf. Auch wenn die beiden Komponenten 
der Farblosung, Kongoro.t und Trypanblau, genauer unter- 
sucht und die Granulozyten mit starkeren Farblosungen be- 
handelt werden, verhalten sich die toten Zellen auf gleiche 
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Weise. Die Zellen, die kurz vorher abgestorben sind, farben 
sich nicht. Erst wenn sich die Granulozyten sekundar ver- 
iindert haben, wenii der Kern aufgequollen und der Zelleib 
zcrfetzt ist, nehinen sie gewohnlich Farbe an. 

In einem Versuch war ein toter neutrophiler Granulozyt, 
der jniL Trypanblau 1 ; 50 behandelt worden war, ungefarbt. 
Wiihrend die Zelle beobacbtel wurde, schwoll sie an und 
burst. Hiernach war sie daucrnd ungefarbt, aber nachdem 
das Priiparut 2-1 Stunden bei 16** aufbewalirt worden war, 
hatte sich ein grosser Teil der Granula dunkelblau und das 
Plasma hollblau gefarbt. 

Die Erklarung Seijderhelms, dass die Zellmembran des 
lebenden Granulozyten nicht fiir kolloidal Idsliclie Farben 
permeabel sei, halt eincr niiheren Priifung nicht stand. Es 
wurde bereits orwahnt, dass die Granulozyten nach neueren 
Untersuchungen nicht mit einer wirklichen Grenzmembran 
versehen sind. Aus Versuch 4 geht uberdies hervor, dass ein 
lebendcr Granulozyt Kongorot aus der Umgebung aufnimmt, 
wenn die Farbe der Zelle nur in richtiger Weise zugcfiihrt 
wird. Soinit kann ein kolloidaler Farbstoff von einem leben- 
den Granulozyten aufgenoininen Averden. Trypanblau, das der 
Zelle auf gleiche Art zugefiihrt wird, wird dagegen nicht auf- 
genoininen. Aus den Versuchen 5 — 7 wird ersichtlich, dass 
das Trypanblau fiir die Granulozyten ein schnell totendes 
Gift ist. Vielleicht verhindert die Anwesenheit von Trypan- 
blau in der Seijderhelinschen Farhlosung, dass die lebenden 
Zellen aus dieser Kongorot aufnehmcn. 

Bei den Versuchen 6 und 7 waren in den Granulozyten 
eigentiiinliche Veriinderungen der Zellkerne zu bemerken, die 
hochgradig anschwollcn. Deutlich sieht man eine solche Zelle 
nur bei Dunkelfeldbeleuchtung. Der Kern tritt da als eine 
meistens scharf konturierte, gleichmassig feinkornige Masse 
hervor. Nur sclten ist zu erkennen, wie sich die feinen brau- 
nen Granula in die Umgebung zerstreut haben. Offenbar steht 
die fragliche Kernveriinderung mit der Farbung mit Trypan- 
blau in Zusammenhang. Liisst man eine konzentrierte Farb- 
losung auf die Granulozyten einwirkcn, so schwellen die Kerne 
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aller Granulozyten auf die beschriebene Weise an. Der an- 
geschwollene Kern ist jedoch in gewohnlichem Licht optisch 
leer und entzieht sich daher leicht der Beobachtung. Ist man 
auf die Erscheinung aufmerksam geworden, so erkennt man 
auf dieselbe Weise veranderte Zellkerne auch in Praparalen, 
die nicht mit Trypanblau behandell worden sind. Der Kern 
erscheint alsdann als eine gewohnlich ovale, klare, struktur- 
lose Blase mit scharf markierter Grenze. Ein auf die eben 
beschriebene Weise veranderter Kern ist also nicht nur fiir 
eine mit Trypanblau behandelte Zelle typisch, sondern er stelli 
eine, wenn auch etwas ungewdhniichere Foi’m bei der Nekro- 
biose der Granulozyten dar. 

Da im Zusammenhang mit den Untersuchungen, uber die 
hier berichtet worden ist, auch andere postmortale Vorgange 
festgestellt werden konnten, mochte ich die dabei erhobenen 
Befunde etwas genauer beschreiben. Die Granulozyten neh- 
men in der Pathologie eine Sonderstellung ein. Die Zellen sind 
hochdifferenziert und sind mit zahlreichen Aufgaben betraut. 
Noch nach dem Tod der Zelle spielen die aus den toten Gra- 
nulozyten freigemachten Enzyme eine wichtige Rolle bei den 
Einschmelzungsprozessen, die mit der eitrigen Entziindung 
einhei'gehen. 

Unsere Kenntnis von der Veranderung der Granulozyten 
nach dem Tod der Zellen ist jedoch ziemlich begrenzt. Zadek, 
der Granulozyten in Exsudat genauer studiert hat, ist der 
Ansicht, dass die gelapptkernigen weissen Blutkorperchen 
infolge von fermentativ wirkenden Stoffen in dem Exsudat 
schnell degenerative Veranderungen erleiden. Wenn die Zelle 
degeneriert, quillt das Protoplasma auf, verandert sich die 
Farbbarkeit, erscheinen Vakuolen im Protoplasma und neh- 
men die Granula nur mit Schwierigkeit Farbe auf. Es treten 
Fettropfen im Protopiasma auf, das in .weit fortgeschrittenen 
Fallen zerfallend und »nekroiisch« ist. Der Kern lost sich auf 
Oder wird pyknotisch. 

Fertigt man aus einem Tropfen Blut ein Nativpraparat 
an und bewahrt es einige Tage in Zimmertemperatur auf, so 
sind danach alle Granulozyten abgestorben. Die toten Zellen 
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vertreten dabei zwei verschiedene Tj'pen. Sie konnen koa- 
guliert sein, wobei das Protoplasma starr ist und die Granu- 
larmasse unbeweglich daliegt, oder sie selien wie runde Ku- 
gein aus, und ihre Granula befinden sicli in lebliaftem Brown- 
Tanz. Zwischen diesen beiden Formen finden sich iiber- 
gange. Das Protoplasma kann in ein und derselben Zelle 
an den einen Stellen starr, an den anderen dunnfliissig sein 
und Brown-Bewegung in der Granularmasse zeigen. In einer 
Untersuchung iiber die Einwirkung des Lichtes auf die neu- 
frophilen Granulozjden beim Menschen konnte Axel Wall- 
gren nachweisen, dass Zellen, die von dem Licht geschadigt 
worden waren, koagulierten oder »kolliquierten«. Er konnte 
auch eine bestimmte Temperaturgrenze, 18 — 20'', feststellen. 
Bei hoberen Temperaturen »kolliquierten« die Zellen, bei nie- 
drigeren v’urden sie starr. 

Die dimnniissige Zelle bietet ein besonderes Interesse dar. 
Axel Wallgren sagt von ihr, sic »wandelt sich in einen mchr 
Oder weniger losen Plasmaklumpen, in dem die grossenteils 
freie Tropfen bildende Granularmasse in heftiger Brownscher 
Bewegung umherwirbelt«. Auf die gleiche Art veranderte Gra- 
nulozjden sieht man sozusagen physiologisch im menschli- 
chen Speichel, wo sie die sogenannten Speiclielkdrperchen bil- 
den. Zimmermann ist der Ansiclit, dass die »k6rnigen Zer- 
fallsprodukte des Cytoplasmas« Brown-Bewegungen in der 
Zelle ausfiihren, und nimmt an, dass der fliissige Inhalt der 
Zelle von einer Membran umgeben ist. 

Bevor die Speiclielkdrperchen und die im Blutpraparat 
auf gleiche Weise veranderten Granulozyten naher bespro- 
chen werden konnen, ist auf den feineren Bau der normalen 
Granulozyten einzugehen. In dieser Zeitschrift babe ich neu- 
licli iiber den feineren Bau und die Funktion der mensch- 
licheii Zellen bericbtet. In Granulozyten wurden dabei im 
Protoplasma der Zellen zwei verschiedene Systeme nachge- 
wiesen. Das eine System war aktiv beweglich und bestand 
aus einer graulichen Grundsubstanz (a in dem obenstehen- 
den Schema), in der ausserdem zahlreiche weisse Tropfen 
zu fmden waren (b in dem Schema). Das andere System 
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wurde passiv von dem aktiv beweglichen System in der Zellc 
hin und her transportiert. Es bestand aus Tropfen von etwas 
variierender Grosse (c in dem Schema). Die Tropfen teilteri 
sich oft in neue Tropfen, die von dem aktiv beweglichen 
System nach verschiedenen Richtungen gefiihrt wurden. Das 
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Scliematische DarstcIIung eines Granulozyten. 


passiv bew'egliche System enthalt die fiir die verschiedenen 
Granulozy'ten charakteristische Granularsubstanz, die Chon- 
driosomensubstanz und Oxydase. Die weisse Substanz in dem 
aktiv beweglichen System ist hinsichtlich ihrer chemischen 
Natur nicht naher bekannt. Zwischen den Tropfen des passiv 
beweglichen Systems und den Aveissen Tropfen des aktiv bc- 
weglichen Systems herrscht eine intensive Wechselwirkung. 
Die weissen Tropfen ragen oft in die passiv beweglichen Trop- 
fen hinein, und beide Arten von Tropfen konnen dicht zu- 
sammengeschlossen weit in den Zelleib in dem aktiv beweg- 
lichen System hineintransportiert werden. 

Die Speichelkdrperchen und die auf gleiche Weise ver- 
anderten Granulozyten in Blutpraparaten sind als koJliquiert 
aufgefasst worden. Man hat sich vorgestelll, dass proteolyti- 
sche Enzyme im toten Granulozyten freigeworden seien und 
die Zelle infolgedessen cine Autodigestion durchgemacht habe, 



wobci dcr Zcllinliall diinnflussig gcworcicn wiire. Man fragl 
sich jedoch, warum die koagulicrlcn Zcllcn mil vdllig slarrcm 
Protoplasina sich nicht spiilcr auf dicselhc Wcisc aufloscn 
Oder wariim abgcslorbcnc Granulozylcn, in denen das Plasma 
luir bier imd da diinnflussig isl, nichl allmiililicli ganzlich 
aufgeldsl werden. AIs ich solclic Zellcn cinige Tage im Mikro- 
skop vcrfolgl hallc, kohnle ich fcslslcllen, dass die diinn- 
fliissigcn Teilcn des Plasmas koine Neigung zciglen, sich aus- 
ziibreilcn. 

Belracblcl man cin Spcichelkorpcrchcn in Dunkclfeldhc- 
leuchtung, so siehl man in dcr Zcllc cine Mcngc klcincr 
Icuchlendcr Kbrnchen in Ichhaflcr Prown-Hewegung. Wenn 
man die Bcwcgungcn cines cinzclncn Kdrnchcns vcrfolgl, fin- 
del man, dass scinen Wandcrungen gewisse Grenzen gcsclzl 
sind. Das Kornchen hcwegl sich innerhalb cines beslimmlcn 
Gel)ictcs. Die Grdssc dieses Gchielcs wcchsell in vcrschicdcncii 
Teilcn dor Zcllc. Durch friihcrc Unlersuchungcn habe ich 
niicli iibcrzcugcn konnen, dass die in Dunkelfeldhclcuchlung 
leiichtcndcn Granula in den nculroj)hilcn Lcukozylen haiipl- 
siiclilich von der weissen Subslanz (h) in dem akliv heweg- 
liciien Syslem gebildel werden. Die Tropfen, die dem passiv 
bcwcglichcn Syslem angchoren (c), sind nichl in Dunkclfcld- 
belcuchlung zu schen. ]3elrachlcl man die glcichc Zcllc nun 
ill gcwohnlichcm Lichl in cincm mdglichsl gulcn oiilischen 
Syslem, so findcl man, dass die grauc Subslanz in dem akliv he- 
weglichcn Syslem (a) zu cincr zillcrnden gallcrlarligen Masse 
augcschwoHcn isl. Die passiv liewcglichen Tro])fen (c) sind im- 
mcr noch vorhanden und befinden sich in cinigem Ahsland 
von den nahegelegcncn iihnlichcn Tropfen. Die gelalinds auf- 
gecjuoilene aklive Subslanz bildel hierdureh cin grobfascriges 
hctzwcrk (a) um die 'rropfen. Da die akliv hcwcglichc Suh- 
slanz in zillcrndcr Bewegung isl, nehmen auch die passiv hc- 
wcglichcn Tropfen an dicser Bewegung leil und fiihrcn da- 
durch charaklerislischc Brown-Bewegungen in dcr sic umge- 
benden loscn Masse aus. 

Wenn die Brown-Bcwcgung sehr Icbhafl isl, gcwinpl man 
bisweilen den Eindruck, dass die Tropfen b odor c in dem 
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Schema iibereinander gesclileudert werden. Zimmermann 
nimmt an, dass die Leukozylen aufquellen und infolge der 
Alkaleszenz des Speichels in Speicheikorperchen umgewandeif 
werden. Durch vorsichtige Neutralisierung kann die Zelle ihr 
urspriingliches Volumen zuruckgewinnen. Einen Beitrag zur 
Frage von der Zusammensetzung der Speicheikorperchen lie- 
fert folgende Beobachtung. In einer mit Speichel isotonischen 
Trypanblauldsung 1 ; 100 wurde ein Speicheikorperchen ver- 
folgt. Dieses war kugelfdrmig, mit der Granularmasse in leb- 
hafter Brown-Bewegung. Wahrend die Zelle etwa eine Stunde 
lang beobachtet wurde, schwoll der Kern allmahlich an. Der 
Untei’schied zwischen den happen verwischte sich zu dersel- 
ben Zeit, wo der Kern an Volumen zunabm. Nach und nach 
erstarrte der Zelleib von der Oberflache aus. Die Zahl der 
tanzenden Kdrner verrainderte sich. Schliesslich war so guf 
wie alles starr. Der Kern war jetzt 4 mal so gross, wie er 
urspritnglich gewesen war. Der Zelleib war zerfetzt und be- 
deckte nur leilweise den grossen Kern, der keinen Plalz mehr 
in der Zelle hatte. In dem erstarrten Plasma war die gewohn- 
liche Struktur des Zelleibes wiederzufinden, was ja die An- 
nahme weiter bestatigt, dass das Plasma in den Speichel- 
kdrperchen anschwillt, aber sich nicht auflost. 

Aus Untersuchungen von Holter und Lindstrom-Lang an 
Amoben und Echinodermeneiern hat sich ergeben, dass die 
Enzyme Peptidase und Katalase, die einfache Peptide und 
H,0„ spalten, im Hyaloplasina der Zellen wiedergefunden wer- 
den. Zusammen mit Doyle konnte dagegen Holler nachweisen, 
dass Amylase, die hochpolymere Verbindungen angreift, in die 
Mitochondrien der untersuchten Zellen lokalisiert war. In den 
Granulozyten gehort die Chondriosomensubstanz dem passiv 
beweglichen System an. In meinen friiher beschriebenen Ver- 
suchen konnte auch Oxydase in dem passiv beweglichen Sy- 
stem festgestellt werden. Es liegt daher zugleich die Annahme 
nahe, dass auch andere Enzyme, also auch die fiir die Tatig- 
keit der Eiterzellen so wichtigen proteolytischen Enzyme in 
den jrassiv beweglichen Tropfen (c in dem Schema) anzu- 
treffen sein werden. 
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Es ist von besondcrem Inlercssc, die Schicksalc der cr- 
^vahnten Tropfen nacli dem Todc dcr Granulozytcn zu vcr- 
foigen zu suchcn. Bcdculsame Aufschliisse licfert dicsbeziig- 
lich folgendc Bcobachlung: Ein Blntpraparal ^Yal■ mit Kongo- 
rot 1 : 10000 gcfiirbt worden und -wurdc unlcrsiichl, nachdem 
cs 6 Tage in Zimmcrlcinpcralur gcsianden ballc. Ein ncu- 
Iropliilcr Granulozyt war wie cin klcincr Ballon angcschwol- 
Icn. Dcr Kern ballc 4 Icicbl vcrgrosscrlc Lappen und lag im 
Iimern dcr Zelle. In dcr Oberflachcnschichl dcr Zclle war die 
Granularsubslanz wiederzufinden, und zwar sowohl die mil 
Kongorot gefarbten Tropfen, die dem passiv bcwcgUclicn Sy- 
stem (c) angeboren, als die weissen Trojifcn dcs akliv be- 
wegliclien Systems (b). Slcllenweise fiibrlen die Granula in 
bcgrcnzlcn Gebicten Brown-Bcwcgungcn aus. Hicrbci konnle 
man seben, wic die eben erwabnlen versebiedenen Arlcn Aon 
Tropfen dicbl ziisamincngcscblosson cine klcinc Kugcl bildc- 
ten, dcren cine Hiilfte blau und deren andcrc gclblicb war. 
Wahrend dcr Beobacblungszcil konnle 8 mal feslgcstclll wer- 
den, wie die eben bescbricbenen klcincn Kugeln nacb cincr 
heftigen Brown-Bewegung aus dcr Zclle beraus in die Uni- 
gebung gescbleudcrl wurden, wo sic unlcr lebbaflcm BroAvn- 
Tanz zieinlich scbncll aus dem Gcsieblsfcld vcrscliAvanden. 

In eincr 1 Monal alien Leukozylcnsuspension, die aus dcr 
Plasniasiiulc bci eincr Scnkungsreaklion cnlnoinmcn Avar, sa- 
hen die Granulozylen anders aus. Sic ballcn cine Slruklur, 
die stark an die in ungcschadiglcn Zcllcn crinncrlc. Die vor- 
liin crAvabnlen ZAvei Arlcn A’on Granula Iralcn auch bier auf. 
Die Korncr crscbicncn jedoeb chvas klcincr als in dcr Icbcn- 
den Zelle. In uninillelbarcr Niibe dcr Granulozylen Avaren 
langc feine Fibrinfjiden aus dem Zitralplasma ausgefallen, 
was ja darauf dculel; dass in der Fliissigkcit, Avclcbc die Zel- 
len umgab, kcinc prolcolyliscben Enzyme Avirksain gewesen 
Avaren. 

Es gebt also aus den bier milgclcillcn Bcobacblungcn her- 
vor, dass die Granula, die aller Wabrscbcinlicbkcit nacb die 
Enzyme dcs Granulozylen cnlballen, nocb lange nacb dem 
Tod dcr Zelle unaufgelost crballen blciben. Indcssen sind 
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weitere Forschungen vonnoten, urn zu ermilteln, auf welchc 
Weise Enzyme bei den pathologischen Prozessen, bei denen 
Granulozyten an der Gewebseinschmelzung mihvirken, aus 
den Granulozyten freigemacht werden. 


Daspiva, Franz: Die cytologisclien Gruncllagen der protoplasmati- 
schen Verankerung der Enzyme in Nord, F. F. und Weidcn- 
liagen, R. Handbuch der Enzymologie. Leipzig 1940, Bd. I, S. 11. 

Holtcn, H, u. Doyle, W. L.: C. R. Lab. Carlsberg. Ser. Chim. 23 (1938),. 
219. Ref. nach Duspiva. 

Molten, M, u. Lindstrom-Lang, K.: S. B. Akad. Wiss. Wien, mathe- 
mat.-naturwiss. Kl. II, 145 (1936), 898. Ref. nach Duspiva. 

Kemcny, Georg: Klin. Woch. /o, G94 (1928). 

. Kohler, Hans: Zentralbl. f. Chirurgie. 33, 2066 (1926). 

Molnar, G,: Bruns Beitrage zur klin. Chirurgie. 161, 216 (1935). 

Mosenstein, Paul: Zentralbl. f. Chirurgie. 33, 2070 (1926). 

Seyderhelm, R.; Deutscli. med. Woch. S. 180. 

Wallgren, Axel: Verhandl. der deutsch. pathol. Gesellschaft. 24. Ta- 
gung in Wien, Jena 1929. 

Wallgren, Ivar: Acta path, et microb. scand. (im Druck). 

Zadek, L: Die Zytologie dev Exsudate und Transudate in Hirschfeld, 
H. u. Hittmair, A.. Handbuch der allgemeinen Hamatologie, 
Berlin und Wien 1933, Bd. 1/2, S. 1377. 

Ztmm.ermann, IL IT^: Die Speicheldrusen der Mundhoble und die 
BauchspeicheldrOse in v. Mollcndorff Handbuch der mikro- 
skopischen Anatomie des Menschen. Berlin 1927, Bd. V/l, 
S. 214. 



DANSK PATOLOGFORENINGS 5. M0DE 16/9 1942 
1 K0BENHAVN. 

The Fifth Meeting of the Danish Pathological Society, 
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Fiinfie diinische Paihologcniagung am 9. September 79V2- 

.Ma r t i n K r i s t c n s c n: Statistical Aspects of tJic Matation- 
IiI:o Fcrmcntatioji, 

After a brief mention of the a])pearanco of the imilation-Hke 
fermentation on macroscopic insi)Cction of cultures in fluid and on 
solid media, the question of the possibility of direct o])servation of 
the appearance of the mutation in the individual l)actcriuin is 
discussed. Such observation will he very difficult, in the first place, 
because it is xmeertain whether it will he possible by watchinp: the 
individual bacterium to sec whether it has mutated. In the next 
place, in the mutations we can ascertain macroscopically, only 
one individual out of many millions will mutate within a reason- 
able length of time. If the mutation occurs so frequently that the 
mutating individuals are easy to ascertain, the culture will macro- 
scopically convey the impression of a primarily fermenting culture. 

Qualitative studies on the a])pearanco of the mutation-like fer- 
mentation have been reported by many previous authors, hut only 
feeble attempts have been made at a quantitative statistical estima- 
tion of the frequency of mutation under various conditions. As the 
basis for such an account, a fairly large number of uniform culture 
tubes may be inoculated, and then it is recorded daily how many 
tubes present the appearance of fermentation. Thus we may reckon 
tbat tile appearance of fermentation in a tuhe results from mutation 
in a single bacterial individual. 

For a more exact estimation of the material it is important to 
record it graphically in a suitable coordinate system and to set 
wp a suitable norm after which the observed course of the fer- 
mentation can be estimated. The number of days is plotted along 
d‘e axis of abscissas. For ordinate one might plot the number of 
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tubes involved: either the number of tubes showing mutation in 
each 24-Jiour pei’iod, or the total number of tubes .presenting muta- 
tion up to the juncture given by the abscissa — or the number 
of tubes in which no mutation has appeared yet. For norm we 
might set up a constant I'ate of mutation or a frequency of mutation 
with normal distribution round a typical value. But there api^ears 
to be no rational motivation for either norm. On the other hand, 
we may set up the deteidoration of a radioactive substance as norm 
For here the simple rule holds good that within each unit of time 
it is continually the same fraction of the particles present at the 
commencement of the period that undergo transformation. This 
course of transformation is the same as the course of the mono- 
molecular reaction in chemistry. In the coordinate system mentioned 
this course will he depicted hy a falling exponential curve; and this 
applies both to the absolute rate of transformation and to the 
number of the not yet transformed particles (atoms, molecules, 
bacteria). 

As it is difficult from the form of a curve to see whether it 
be just an exponential curve, it is more expedient to plot the 
logarithm to the number of the not yet transformed bacterial 
cultures as ordinates. By this, the curve for the »monomolecular« 
course becomes a stranght line. In the registration of the 
course of mutation for bacterial cultures it is essential as 
far as possible to make correction for the length of time that may 
reasonably be assumed to pass between the appearance of the 
mutation and the macroscopic fermezitation. The frequency of 
mutation may he detei^mined in relation to the total volume of 
the not yet mutated cultures or, preferably, in relation to the 
number of bacteria present in the not yet mutated cultures at any 
given point of time. As a matter of fact, when a part of the curve 
was observed to take a fairly straight course, the bacterial* count 
was found to keep fairly constant in the same period. 

In many instances, the mutation curve falls at first relatively 
slowly and later more abruptly, taking the form of an approx- 
imately straight line. In Salmonella dublin the mutation for 1- 
arahinose commences at such an early juncture that it is reason- 
able to assume the mutability was present originally, independent 
of the presence of arabinose. The subsequent increase in the rate 
of mutation is due to cooperation between the presence of the 
arabinose and the long standing of the culture without transplanta- 
tion; one of these factors alone is not sufficient. On subcultivation of 
certain variants of the typhoid bacillus in a number of xylose 
tubes, it has happened sometimes that it took several weeks before 
the mutations commenced to appear, and then the mutation turned 
up in a majority of the tubes within the next couple of months. 
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Even tliougli we have to reckon it as a natural quality of the 
mutation phenomenon that the individual mutations turn up in 
^ very accidental manner, distributed over a period that varies 
considerably in proportion to the average mutation juncture, it 
happens not infrequently that the fermentation appears almost 
simultaneously in a large number of tubes. In most cases, very 
likely, this will be due to the circumstance that the interval be- 
tween the inoculation of the medium and the occurrence of the 
mutation is short as compared to the interval between the mutation 
and the observation of the resulting fermentation. The same typhoid 
strain may segregate in frequently mutating variants which regular- 
ly give visible fermentation within about one week and in in- 
frequently mutating variants with a wide dispersion of tlic fer- 
mentation junctures. Subcultures from the same culture may yield 
one or other of these two typos of visible mutation, all depending 
on the volume of the subculture. • 

The monomolccular course appears to be the only rational norm, 
and thus, for instance, there is no reasonable biological basis for a 
»bimoIecular« reaction course. 

Discussion: 

Orla-Jensen emphasizes that changes in the culture medium 
on standing may give phenomena that may he mistaken for mu- 
tations. 

Reply to Professor Orla- Jensen. I have also looked 
into the question mentioned. 

Gradually the reaction in the xylose tubes becomes increasingly 
acid, when the tubes are left in the incubator for some Icngtli of 
time. But, when subcultures from the tubes in which the bacteritn 
have brought about an additional acid formation yield yellow 
colonies on fresh xylose plates, it seems most reasonable to assume 
it to be a mutation-like fermentation. 

It may be that partial conversion of the sugar will be useful 
if the purpose is merely to obtain a good growtli. But in the 
emplojment of fermentation reactions for diagnostic use, conversion 
of the sugar ought to he avoided as far as possible. For only in 
that may we expect to find the sharpest differences between 
the reactions of the various bacterial strains. 

C. Borg Petersen; Leptospira saxUoebind, a new sero- 
logical leptospira type. 


Summary: 

After some orientating remarks on ieptospires and leptospiroses 
an account is given of the serological examination of two leptospira 
strains, isolated from the kidneys of two specimens of apodevuts 

Acta path. Vol. XV. 4 . 


50 
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flavicollis. Mutually serologically identical, the two strains deviated 
serologically from all serological types of leptospira established 
hitherto, although they showed serological relationships to the types 
hebdomadis, he, 3705 and sejroe, thus adding a new member to 
this group of serologically related leptospires, which may con- 
veniently be referred to as )>the wider hebdomadis groups. 

As a preliminary name for the new type »l. saxkoebi 7 ig<( is sug- 
gested, Saxkoebing being the place of origin for the two strains 
mentioned above. Pei’haps another name will have to be considered 
later, in case some Italian strains isolated by M i n o in 1940, and 
classified by him in 1942 as sejroe strains, on further examination 
turn out to be serologically identical with the saxkoebing strains. 

The virulence of I, saxkoebing for guinea-pigs is slight. Of 24 
infected animals only 3 died, partly with complicating infections; 
none of these 24 animals showed any trace of icterus. Likewise the 
virulence of 1 . saxkoebing for young white mice and rats seems to 
be slight, but onlj^ a few experiments were performed. Both in 
mice and in rats the infection resulted in the animals becoming 
permanent leptospira carriers. 

Human infection with L saxkoebing has not yet been observed 
in Denmark. 

Absoi^Dtion experiments on certain sera from human cases of 
leptospirosis seem to indicate the existence in Denmark of still 
another leptospira of the wider hebdomadis group, apart from the 
5 already known. 

(The work will later he published in a more detailed form.) 

No discussion. 

K a i S c h m i t h: 0?? the Effect of p-(ammo7nethyl)-benzene~ 
sulfonamide, A Chemothera'peutic ivith a Fundamentally New Mode 
of Action. 


Summary; 

Chemically this substance differs from the usual sulfonamides 
in this, that in para-position to the sulfonamide-group there is not 
an amino-group, hut an aminomethyl-gi’oup, /. c. that the NHg-group 
is not hound directly to the benzene nucleus. 

In previous wox^ks it has been demonstrated that the effect of 
this substance in vitro is not neutralized by p-aminobenzoic acid 
as is the case with the other sulfonamide derivatives. 

Now its effect in vitro is shown to differ from that of the 
sulfonamides in general in several respects. Thus its bacteriostatic 
effect is equally strong whether the bacteria are sensitive or re- 
sistant to the ordinary sulfonamides. Its inhibitory effect on 
pneumococci sets in at once, without any preliminary initial phase 
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g,,,vu, (.1«S Ptoii'"). *' 

-> larcc inoculum and a small one. 

The c^icnificanco of these ohscrvafions is discussed. 

Jwn i-o inihlislied in cxtcnso in Acta i.ath. ct inicrolnolof-ica 

scaiid.) 

Xo discussion. 


dansk PATOLOGFORENINGS 6. M01)]i: M/10 1042 
i K0BENriAVN. 

The Sixth Meeting of the Donh^^h P<tthnlogicnl Society y 
October 

Sixiemc seance des imlliologistcs dnnois Ic ocAohre 10i2. 
Sechsic ddnisebe Pathologcntagung am /4, Oktoher 19^2. 


Harald Gorinscn: The lesions of the pihniarij in SinunojuTs 
disease, With autopsij report of 2 rn.sT.*?. 

2 eases of Simraond’s disonse with autopsy findinp.^ aro roporiod: 
a woman, aged 35, with a diromojdioho adonoinn of ilu' antorior 
pituitary, and a man, aged 38, with an aly))ical Sinnnond’s 
drome with hyperthyroidism. In (he latter rase tlie pathological 
findings were an atropliic fibrosed pituitary (chronic ]>onliypo- 
physitis?) with predominance of eosinophilic cells in the remaining 
part of (he anterior pituitary. The thyroid gland showed inarkcd 
signs of hyperthyroidism (caused the predominance of tlio cosino- 
pliilic cells of the pituitary?) Tl\erc was ]>ronounced atro))i\Y of the 
suprarenals and the gonads. 

In addition, a summary is given of the lesions of the pituitary 
in 75 cases from the literature of SimmoiuVs disease verified by 
axitopsy. 

(The report will appear in »Xordisk Medicin« 1913 with an 
English summary, and — if possible — in ^d’hidocrinology^,) 

No discussion. 


Petri, Xorgaurtl, Trautiicr iV Kiuir: On the rhntuirx 
vrodiiccd (in swinej bij resection of the finuhis of the sto,narh.\} ' 

In pups and pig.s, total gastrectomy produce.s constantly u severe, 
most often chronic, fatal neuro-entaneous syinploni comnlo.v (ex- 
rmr." ^eastroprival) pellagra (Petri ainl collaho- 

' morphologically llii.s lesion is identical 

feeding pellagra in swine and dogs; it 

*) Presented hy Svend Petri. 


50 * 
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is attributable to the elimination of a specific antipellagrous factor 
in the stomach. Attempts have been made to elucidate the causation 
of this lesion by means of various systematic experimental studies. 

The experiments mentioned here, which were commenced in 1937 
by one of us (Petri), have aimed through subtotal or total elective 
resection of the fundus to elucidate the significance of the fundus 
region to the development of pellagi’a. The older part of this material 
has been worked up in Norgaard’s dissertation on the histological 
changes in the central nervous system in experimental endogenous 
pellagra (Einar Munksgaard, October 1942). 

A review is given of the clinical and morphological changes 
encountered in the two groups of animals on which these fundus 
resections have been performed (illustrated by demonstration of 
diapositives). 

Subtotal fundus resection (8 swine with an observation period 
of 128 — 499 days) has constantly produced an inhibition of growth, 
as a rule with spontaneous remission. In 4 of these animals, moi’e- 
over, this condition was accompanied by clinical changes in the 
central nervous system (1) or pellagrous changes in the skin and 
hair (3). The z’emnant of the fundus had undergone hypertrophy. In 
3 of the 4 last-mentioned animals the central nervous system si j owed 
degenerative changes. 

Total resection of the fundus (14 swine with an ohsei'vation 
period of 67 — 379 days) produced a clinically and morphologically 
well-characterized pellagrous symptom complex, varying in degree, 
though most often very severe. All the animals that were under ob- 
servation for over 6 montl/s presented pronounced morphological 
degenerative changes in the central nervous system. 

Comparison of the morbid features after total fundus resection 
and total gastrectomy showed almost complete concordance in 
nature and chronological appeai^ance, whereas the degree of the 
affection has been varying somewhat. The changes in the central 
nervous system, howevei’, have been identical clinically as well as 
morphologically. From these findings it seems justified to conclude 
that etiologically the fundus is the primarily decisive region for 
the development of the degenerative changes in the central nervous 
system, whereas also the cardia and pylorus play a certain 
(secondaiy?) role in the appearance of the other pellagrous changes. 

With j’eference to our previous investigations on the anti- 
pernicious anemic principle in the total -fundus-resected swine 
(Petri and collaborators, 1941) thus, the fundus has proved etio- 
logically to be the primarily decisive factor in the develojnnenl of 
the degenerative changes in the central nervous system, as well 
as in the formation of the active liver principle. 

No discussion. 
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r 1 . n n a r Toil u in: Some Oblilcratino Vascnlar Lesions (Hepatic 
nmiboplilcbitisfChiarrs Dicsease) and nvambo-Angiilis obliterans 

^^Tnumlicr of subacufc and chronic cases of vasculitis of ohscurc 
on-ia sl.on-, besides fheir more or less characteristic pathologic- 
anatomical and clinical picture, some common features n-liich lend 
support to the view that these vascular lesions are related, of 


allergic nature. 

In the case of a woman; aged 30, with a past history of good 
healtli, who now was suffering from hepatic thromhoiihlchitis 
(Cliiar'i’s disease), a marked degree of ascites developed within a 
few weeks and, subsequently, venous stasis of the left arm. 

Autopsy revealed a pronounced stasis of the liver with recent, 
and older, inflammation-Iiko, processes of tliromhosis in all the 
veins of the liver, extending out to their inlets into the inferior 


vena cava. 

Microscopic examination showed similar changes as descrihod 
by Rbssle'and Inthorn, also in such early stages that the develop- 
ment of the obliteration could he followed. The oldest cl)angos were 
seen in the large veins, nearest the vena cava, while the small 
veins showed very recent changes, with detachment of iho endothc* 
liuni, net-formation and endothelial proliferation. The si)lonic vein 
showed here and there some changes of the same nature. In a<h 
dhion the left axillary vein showed fresh thrombosis. 

Of Chiari’s disease, which previously was taken to he a syj)hilitie 
vascular lesion, only about fifty cases have been (lcsci*i})cd so far. 
The demonstrated histological changes show a marked resemblance 
to rheumatic and experimentally produced allergic vascular changes 
(Rosslc, and others). The pcri])heral veno\is changes o))se?‘ved in 
the present case are presumably to be inlorpreled as migrating 
thrombophlebitis, which is closely related to the vascular changes 
in Buerger’s disease, forming thus a connection between the two 
vascular lesions. 


So hepatic Ihrombophlebitis and thrombo-aiigiilis ohiiuu-nii.s may 
both be accompanied by phlcbitic cltanges in more distant veins, 
related to migrating thromhopi)Iobitis. 


In addition, two cases of thrombo-aiigiitis obliterans arc reported, 
u one case — a man, aged id — this lesion was simultaneous with 
le occurrence of typical changes in arteries of the extremities and 

"If k'nstro- 

s oued die fresh stage of Buerger's disease with large parietal 
nfal-cts hi^heT-T"" nml splenic arteries), 

B»». I1.CSC casos show Ihol Buerge-s .llscosc i„v„lvcs o sewmi 
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vascular lesion, and that even though this disease is known chfeflj' 
as an affection of peinpheral vessels, it may also involve the aorta 
and arteries to various organs (lie art, gastrointestinal tract, spleen, 
kidneys). 

No discussion. 

Gunnar Teilum: A Case of Gaucher's Disease. 

In a case of Gaucher’s disease — a woman, aged 50 — the post- 
mortem examination revealed not only pronounced changes in the 
spleen, bones, liver and lymph glands, but also fairly large clusters 
of typical Gaucher cells in the 'posterior pituitar'y lobe and hypo- 
thalamus, represented here by the microglia ceils, belonging to the 
reticulo-endothelial system. 

In this connection it is to be emphasised that 2 iot only xan- 
thomatosis (in Schiiller-Christian’s syndrome) but also Boeck’s sar- 
coid may be localized to the posterior pituitary lobe and hypo- 
thalamus, and in some cases give rise to diabetes insipidus. 

Gaucher cells have not been demonstrated previously in the 
pituitarj^ and hypothalamus or — as far as adults are concerned 
— outside the spleen, liver, bones and lymph glands (Thannhau- 
ser). 

No Gaucher cells were demonsti'ated in other organs. 

No discussion. 

Gunnar Teilum: A Case of Lipoid 'Pneumonia. 

In a woman, aged 76, who died of cerebral hemorrhage, the 
autopsj^ revealed several fairly large depressions on the surface of 
the lungs, mostly the right, brought about by scattered fibi'ous foci. 
The pleurae appeared normal. Pieces of luiig tissue excised from 
these areas sank in water, leaving on the surface of the water a 
large oily spot with colored rings. Microscopy showed large masses 
of lipoid material in the alveoli (Sudan III stain), besides a chronic 
productive inflammatory process with accumulation of fat in the 
tissue and foreign-body giant-cells. No microscopic changes were 
seen in the hilar lymph glands. 

The infoi'mation was obtained that the patient liad been suf- 
fering from cardiospasm for 20 years and that every two weeks 
she introduced a stomach tube herself. The lipoid pneumonia is 
then cxplaihahle as due to aspiration of oil employed for lubrica- 
tion of the tube. Not only cod liver oil and mineral oil, but also 
other, less common, oils and facts are able to produce lipoid pneu- 
monia. In most of the reported cases the patients were infants, 
many of them with harelip or defective swallowing reflex. In the 
adult patients the lesion has developed relatively often after in- 
stillation of mentholated mineral oil or similar remedies in the 
nose. In other cases the patients have been troubled wit)j bulbar 
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paralysis or. as in the present case, 
cause less reaction in the lung than 
Ko discussion. 


cardiospasm. Vegetable oils 
do mineral and animal oils. 


Helge Tram sen: Extreme Fibro!<is 0 / the Myocardium w 0 
Child II Doys old. 

Co'n^'enital heart lesions are rarely reported as the cause of 
death in post-mortem statistics. Their etiology is largely obscure. 
Many of them consist entirely in malformation of the valves or 
septum, or in a persistent ductus arteriosus. Often the lesions are 
described as congenital infections, causing myocarditis or endo- 
carditis. 

Persistent ductus arteriosus is the most frequent of all con- 
genital heart lesions, and very often it is associated willi stenosis 
of hie aortic tube. 

The diseases of the myocardium known as congenital arc chiefly 
looked upon as brought about by infections. Previously they have 
been ascribed to poor circulation, with decreased blood supply. 

The post-mortem examination of a child, 11 days old, who died 
without any preceding illness revealed some marked abnormalities 
of the heart. The heart was enlarged, and weighed 75 g., with 
hypertrophy of the myocardium on both sides. The ductus arteriosus 
was patent, and there was stenosis of the aortic tube. The pul- 
monary and aortic valves were markcdl}^ abnormal, red, thickened 
and, at the same time shrunk to such an extent that the aortic 
valves nearly closed the entrances to the coronaiy arteries. Tlie 
myocardium showed extensive fibrous degeneration in streaks. 
Histological diagnosis: Myofibrosis. 

Here, then, we baA^e the case of a child, 11 days old, presenting 
a persistent ductus arteriosus and also extensive fibrosis of the 
myocardium. It is impossible to see any connection betAveen these 
two abnormalities. The fibrous degeneration of the myocardium 
probably results from the obstruction to the coronary circulation 
due to the shrinkage of the aortic vah^es, Avhich nearly closed the 
entiance to the coronary arteries. Most likely the myocardial de- 
generation has been present for some lengtli of time during fetal 
Me. and it may be explained as a result of a fetal rheumatic in- 
fection. No doubt, however, the obstruction to the coronary circula- 
lon must at any rate have been attributable to the fibrosis. 


Hiscussion: 

(hef ^ 'vhe- 

the thpn ^®®«’ibed here has been investigated in keeping with 

™ nS »n<l knda. 

men al work on malformations of the heart. 

IS indeed a great number of congenital heart lesions and 
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evident malforinations of the heart that — thanks to the thorough 
studies and exact descriptions by Spitzer — now can he explained 
developmental-mechanically and classified logically in a clear and 
pei’spicuous system. 

It is a good many years now since I wrote an3''tJiing mj^self 
about malformations of tlie heart, and I shall not try tonight, 
without preparation, to recapitulate this system. 

Spitzer based his work on thorough philogenetic and ontogenetic 
studies, according to which the development of the heart takes place 
through the turns and fusions which the primordial heart tube 
goes through, and on the theoiT about the aniage of a right aorta 
as well as a left. Under the developmental torsion, the left aortic 
aniage turns more and more over the area which is to become 
the left ventricle, while the right aortic aniage is suppressed. On 
defective torsion, however, the left aortic aniage be suppressed, 
while the right aortic aniage develops so that the later aorta ainses 
from the right ventrtcle, while the pulmonary artery apparently 
takes its origin in the left ventricle. 

I should like to ask Dr. Tramsen whether the hyperplasia in- 
volved the right ventrtcle in any particular degree. For in cases of 
this kind, the left ventrtcle is often veiy small and indicated by 
a muscular ridge wliich shows where the interventricular septum 
normallj^ would have ai'isen. These malformations often give ste- 
nosis of the site of departure of the aorta and hj^poplastic aortic 
A^alves, increasing thus the work of the heart, udtli hj^perplasia 
of the endocardium. The sites of departure of the coronary arteries 
and the location of the aortic valves and tlie topographical dimen- 
sions of the aortic bulb give some information about these questions. 

It seems difficult to explain the fibrosis here described as re- 
sulting from an inflammatory process; it seems more likely to be 
a product of malformation. 

L. Heerup: It is to he regretted that in this case no microscopic 
examination was made of the myocardium, blood vessels and valves. 
While it cannot he denied that the interpretation of the findings 
given here may he correct, it will be appropriate to point out that 
an entirely different explanation of the phenomena might he con- 
ceivable, namely; the child may have had a fetal endocarditis of 
the aortic valves with stenosis, impairment of the outflow of the 
blood from the left ventrtcle and, for this very reason, persistence 
of the ductus Botalli as a relief for the aortic ostium. From the 
aoi'tic valves, small tlix'ombotic fragments may have entered the 
coronarj'’ arteries, giving occlusion of some branches that resulted 
in fibrosis. Or the rheumatic (allergic) process may in itself have 
given obliterating vascular changes in the heart. 

W. Mu nek mentioned that in 1940 he had published n case 
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nf concoiiitnl noHic and milnil ondon.rdilis in a child, ll <lays old. 
The (lincnosis Avas verified niicr(tscoj)ically. The mother had ne^el 
had scarlet fever, rheumatic fever, diphthera or venereal disuse, 
siic had hcen i)erfcctly well thvounhout the ^'cstJition. tind the par- 
turition and pta'rperium took ti perfectly normal rom-e witlanti 
febrile pliPtiomonn. 

Helpe Tram sen; To Dr. I'reudenthal: The chanee> liemmi- 
slratod in the myocavdhnn may hardly he conceived to ii'preseiil 
a strictly <leveIopmenlaI anomaly. The hypertrophy wjis most pro- 
nounced on the left side. 

To Dr. Ileerup; Of course it cannot lie excluded with ah'-ohite 


certainty that the changes here olwerved tuny Inixe de\ eloped on 
the linsis of rheumatic infection, hut this would not explain the 
mechanical hindrance to the coronary cirmlalion. It seems more 
reasonahle, therefore, to assume that the extensive myofihrosis mav 


have hcen due to nutritional dislurhances. 


D,\NSK PATOKOGl-OUKNINTtS 7. MODH h 12 l‘H2 
I Knnii:,\n.\v.\. 

The Seventh Meetinii of the Danish PatUolaijicol Sorietif, 
Deecnihrr !), litVJ. 

Seplieine seance des iiallwlo(iis(es danois le dih enihre t!P'2. 
Siehente ddnischc Patholoi/entai/nii;/ atn !>. Deceintu'r lHi'2. 


.1. lingellire t h - II o I m: On Inhihilinn o/ !).-■ Cnurlh .,/ 
Lrnhrmir ('rlls.’) 

A review is (.dvoii of investigations into the inthieiice .,j varioti-. 
ageiit.s on the development of sponianeou-. leukemia in an inhred 
mouse race. First an arrount is given of a gie.at mimher of experi- 
ments in which treatuiimt of the animals with yea.-t. iniricula. 
cy.stoin. potassium feiricyanide and tocoferol was (onnd to h.n%.- 
no iunuonce on the development of leukemia in experiments with 
ahout 50 treated mice in each experiment and .'.n eonir.d .•mitmils 
(sil)s of the treated auiinalst. 


'* T'''" ''' '‘>^t"’'-'i''cnts in which the juiim.als 

CIO trciited With intravenous injections of !hl(l-dimethvl-l-M.en- 

iZ irthe' I" r*'"’-'' tfeatment is 'found to 

'“'"I'd the development of transplanted leukemia, and with a 


') To he puhlished 
in this journal. 


in extenso hy 11. KHorm and hy .c. .mamer 
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dosage of 7.5 ixig. it cured the disease in 5 animals. The same treat- 
ment had no effect in spontaneous cases of the disease. 

In other experiments a study was made of the effect of a 
decrease in the bod)" temperature — to about 20® for up to 20 hours 
— against manifest continuous leukemia. In these experiments the 
decrease in temperature has been demonstrated to bring about 
some severe degenerative changes in the cells in the leukemic 
infiltrations, whereas the normal cells remain unchanged. These 
changes go even so far as to complete disappearance of the 
leukemic infiltrations, but in every case the effect has proved to 
be merely temporary. 

The results of these two series of experiments appear to lend 
support to the view that the leukemic cells are to be looked upon 
as defective cells; for othenvise the effect of the agency employed 
can hardly be understood. 

Discussion: 

Tage Kemp asked some questions about the technique in 
the transplantation of leukemia, as he thought it might not be 
possible entirely to compare the effect of heating and chilling of 
the cells. 

He further asked how irritation conceivably might injure the 
cells to such an extent that they become malignant. He finally 
asked how the outcome had been in treatment with chilling for 
malignant tumors in man. 

Svend Folding: Among these, highly interesting, experi- 
mental results, particular attention is to be paid to the effect of 
the chilling treatment of the leukemic infiltrations, as this appears 
to be of great biological significance. In keeping with my ex- 
periences from experiments on dogs, I should like to suggest some 
experiments in which the temperature of the mice is lowered in 
a somewhat lesser degree — for instance, 6 — 8® — by a puncture 
in the third ventricle, as this will give a more protracted chilling 
effect than may be obtained by cooling and inanition, which 
obviously are rather deleterious to the small animals. This treat- 
ment will probabl)" be a little difficult technically, but by no means 
impracticable. But perhaps the mice will not tolerate it. 

Jobs. Clemmesen: As the experiments showed an effect 
of the carcinogenic substances on transplanted leucosis, while no 
effect could be ascertained from the same treatment in spontaneous 
leucosis, it would be interesting to learn whether any work had 
been published recently on the effect of carcinogenic substances 
on the reticulo-endothelial system. Presumably the difference in 
the reaction of the organism to spontaneous and transplanted 
leucosis had to be looked for in the reticulo-endothelial system; 



,nd earlier investigations — for instance by I. 
peared to lie suggestive of some effect of tar on 
(hclial sysleni. 


u’JissajjMO -- ap- 
(Uo roliciUo-oiukv 


L. IlecrniKlI wotild be of interest to learn whetber it might 
he possible to obtain some even better results by a combination of 
the 9;10-dimetbyl-l:2-bpn7.anlbracene treatment (mil chilling. 

\*s to tlie question abont the correctness of the vic'w that tnmor 
cells are injured cells and not yonng cells, growing rapidly, it is 
to be'enipbnsiml that the greater snsce])tiltility of tiie tnmor cells 
(0 various forms of treatment and substances need mil necessarily 
indicate that tbese cells are injnre<l and hence more susceiitible. 

Children and yotmg itersons grow rapidly with strong ;inil 
unrestrained manifestations of life, but they are also f:ir more 
sensitive to toxic substances. In analogy hereto it seems coneeiv- 
able that the tumor cells are young .and fbrrc/orr setisitiNe to the 
forms of treatment here tried ont. Indeed, the term vprimonli.al- 
cell leukemia« apidied by I’rofes.sor Kngelbreth-llolm to the form 
of leukemia here investig.ated is more in keepitig with .a (auiception 
of the cells as develoiinientally young cells. 


V. F r i e d e n r e i c h asked whether inv('>tigations h.ad bei'u 
reported on the tnmor-inhihiting effect of sever.al different hydro- 
carbons and. if so. any parallelism w.as found belwei'ii the inhibitoi'y 
effecl and the c.arcinogenic efb'cl. 


J. K 11 ge I b r e t h - II o 1 III ; I’or the transplantation of leukemia 
we have employed subcutaneous injection of mincial tnmor tissue. 

As to the question asked by Dr. Kemi> - whether an irritation 
will injure the cells so they become malignant and the mention 
made by Dr. lleeru|i of tbe same iiroblein. it would be tempting 
to enter into a inort" tlKU'ough iliscussion of these important and 
interesting problems. Here, bowever, we h;t\e to be content to 
establish that every known carcinogenic action has proved to be 
injurious to the cells. As to particular.'-. 1 shall have to refer to 
a paper in Nord. Med. .-I: li):!!) and to the considerations con- 

cerning this question given in >d.enkemia in .Vnimals-'t. I.omlon 


The suggestion made by Dr. Folding abont lowering of the 
temper, ature by means of a imncitire in the third ventriele is highly 
inteie.sting, hut I am afraid that the operation technicidl.v’ will 
prove too difficult to perform on such small animals as mice. The 
same applies to Dr. lleertips suggestion about thi' two nu'thods of 
reatment here employed, each of which is difficnll to earrv through 

retiriim'' '-'b'''' i" ossuming that the 

'‘d.cnln-endothehal sy.slem plays a role in the outcome of the.se 
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experiments. At i^resent we iiave some experiments going on to 
investigate this very question more thoroughly. As far as I know, 
no experiments have been reported that were aimed directly at 
the effect of the carcinogenic substance on the rcticulo-endothelial 
system. 

H. Eltorm:To Dr. Kemp’s question whether cancer patients 
have been treated with lowering of tlie body temperature, the 
so-called chilling therapy, I shall mereij’^ answer that such treat- 
ment, after Fa^’' & Smith’s method, has been given in some cases 
in the Radium Station, Copenhagen. Altogether 11 patients, suf- 
fering from various forms of cancer, have been treated in this 
way. The treatment aimed primarily to ascertain whether this 
therapy had any analgetic effect, and, further, whether it has 
an3^ noticeable effect on the growth of the tumor. Of the 11 patients 
6 died in connection with the treatment, but this fatal outcome 
cannot with certainty he ascribed to the treatment, as all the 
patients were in a very poor condition at the institution of the 
treatment. In a couple of the cases in which the treatment was cai’- 
ried through it had unquestionabl)^ an analgetic effect, and in a 
couple of other cases there appeared to he a noticeable diminution 
in tlie size of the tumor. In one of these cases the lesion was a 
reticulosarcoma of the sternum, in the other, a lymphatic leukemia 
for which the patient had been treated for several years with 
X-ra 5 ^s. In this case, there was a considei-ahle dimunition in the 
size of the lymph glands accompanied by a favorable effect in the 
blood picture. Tliis treatment of cancer patients was given up on 
account of the risk involved and because the obtained I'esults were 
rather questionable. Apart from these few remarks, I have to 
limit myself to refer those interested to an account of our ex- 
periences with tliis metliod of treatment in Klin. Wchnsclir. 2i: 
Oil and 601, 1912. 

O. W a n s c h e r ; Diagnosis of the Portia Vaginalis Cancer iit 
its Prccanccroas Stage. 

After Hinselmann introduced into diagnostics the use of the 
colposcope it has been jiossihle to demonstrate on the portio 
vaginalis superficial and to the naked eye invisible epithelial 
changes, sc\’eral of winch Iiave proved histologically to he car- 
cinomas in tJieir incipient stages. The value of this method of 
examination lias been further added to by Scliiller’s iodine test. 
By painting of the portio vaginalis uteri with Lugol’s solution 
this test may sliow unstained, leukoplakic areas, a number of 
which on a histological examination disclose epithelial clianges 
that are malignant or highly suspicious of malignancy. 

Schiller's test not having been tlioroughly tried in this country 
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ffc have undertaken to examine it further on a fairly largo out- 

lla^rmade the test on altogether 1510 patients, and in 
in cases we found nothing abnormal. On 17 of these latter patients 
hiLv was made, and the epithelium was found to he normal, 
r die cases in which there were leukoplakia-like decolorations 
of* the epitlielium of the portio vaginalis 244 biopsis were made. 
Bv far the greater number of these showed cervicitis or simple 
erosions. Only 30 cases displayed the following changes: 4 solid 
carcinoma, 8 pronounced precanccrous changes, and 18 slightly 
atypical squamous epithelium or cornification, which cases were 
kated in the histological diagnosis to be suspicious of a iirecancer- 
ous change. On inspection with the naked eye only 5 out of these 
30 cases could be called sus])iclous; 4 showed an apparently 
normal portio vaginalis; but on a microscopic examination they 
all showed malignant changes. 

Thus among 1510 patients submitted to the Schiller-test there 
were found 8 cases of precanccrous changes in the squamous 
epithelium of the portio vaginalis, i. c., in about Ve Pci' cent of the 
cases; or among 20GS out-patients there were found 8 with pre- 
cancerous clianges, which moans that by the method described 
above severe changes arc disclosed in 4 per mille of those applying 
to a gynecological out-patient department. 

The precanccrous epithelial changes found through our examina- 
tions are characterized by absence of differentiation of the cells 
of the squamous epithelium with hyperplasia of the basocellnlav 
layei-s of cells, pronounced polymorphism of cells and nuclei, 
varying density of chromatin, and mitotic figures. Only in a single 
case was there found a slight invasion into the propria, and in 
another case isolated islands of carcinomatous cells in the ])ropria. 

Difficuities in the differential diagnosis arc discussed and micro- 
photographs of the observed changes are shown. 

The questions of treatment arc touched on, and early treat- 
ment is advocated, as observation for too long is thought to ho 
risky. 


Discussion: 

Vesterdal Jorgensen: In principle I agree with Dr. Wan- 
scher. It has been my experience in some cases that changes of 

le tjq)e demonstrated in the first of the photos have subsequentlv 
uGveloped into cancer. 


I should like to ask the Cancer Register whether it wishes 
cases notified as cancer or as precanccrous changes. 


pathologists there appears still to ho 
noigence of opinion concerning the histological features of 
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precanccrous changes. This makes it even more important to the 
clinician to what extent the histological changes may he dependent 
upon colpitic processes in the portio vaginalis as mentioned by 
Dr. Waiischer. If in these cases we may find a- certain cellular 
polymorphism that may be suggestive of precanccrous changes, this 
will undoubtedly happen also in cases involving erosions in a state 
of regeneration after local application of strongly irritating sub- 
stances as silver nitrate, etc. In the clinic, therefore, we have 
adopted the rule never to give such treatment prior to a biopsy — 
in order to avoid this possibility of a mistaken diagnosis. 

During pregnancy too, there is an increased cellular gi'owth 
in the area of erosion that can be ascertained even macroscopically, 
as its appearance becomes considerably more granular and also 
elevated in relation to the surroundings — a change that is so 
charactei’istic that a commencing pregnancy often can be diagnosed 
on these features alone. As far as that goes, it will be appropriate 
to warn against an all too extensive employment of biopsy of tlic 
portio vaginalis during pregnancy, as, apart from the risk of in- 
fection, it may give rise to abortion. 

Svend Petri: It is a good thing that the long-desired co- 
operation between the clinician and the pathologist finally has been 
established in the important field here concerned. I wish emphatical- 
ly to advocate the view that the basocellular changes in the portio 
vaginalis under discussion 1) constitute a well-characterized, well- 
defined and unmistakcable area of atypical epithelium which may 
hardly be mistaken for other forms of epithelial changes; 2) that 
these changes structurally are identical with the features of the 
most frequent form of carcinoma of the portio, merely without 
growth in the depth; and 3) that in a certain number of cases 
— according to the experiences of others as well as my own — 
these changes constitute direct precursors of basocellular carcinoma 
of the portio with invasive gi’owth. 

Originally wo designated these changes as »atypical squamous 
cpithciium« and suggested further observation of the patients. 
Subsequently we have gone on to use exclusively the designation 
»precanccrous cliangcs« in order to emphasize the existing pos- 
sibility of development into unquestionable carcinoma. 

We await with the greatest interest the future investigations 
into the absolute frequency of these epithelial changes — for the 
ascertainment of which the Schiller test undoubtedly will prove a 
most valuable adjuvant and their subsequent fate, especially the 
percental frequency of their development into an invasive tumor. 

Find Andersen: For the present we have to gather in- 
formation and experiences, and in doing this we must avoid cau.sing 



807 


aiiv Irtrm (o Uic palicnis. Tlic i)riiici))lo of Uio trcatmont has to 
he dolibcrafccl witli equal consideration for tlie firsf-inontioned fad, 
that one feels yet somcwlint uncertain about flic diagnosis carcinoma 
in'uvcsc cases, and for the latter fact that in gathering additional 
expeviovices concerning this question, we shoulder an extra hea\,\ 
responsibility for these patients. 

The operative treatment — amputation of the cervix or vaginal 
liistorcctoiny — has been recommended by German clinicians, but 
instances of recurrence have lioen ob.served in such cases, l-'urther- 
niorc, it has long been an established jirinciple that cancer of the 
cervix oiiglit to Im treated radiologically and hence it seems un- 
reasonable to deviate from tin's rule in a le.sion as the one con- 
cerned here whicli indeed is of particular interest solely hecause 
of its suspicion of cancer. Finally, with the prevailing iiropagaiuhi 
for radiological treatment it woidd he vmjustifiahle if the jnitient 
were to suffer a recurrence after ojicralive treatment. The furtluu* 
observation and control of patients with pronounced iirecaneerons 
cliangcs must llierefore be the task of the Ihidium Station. Indeed, 
as far as 1 know, it is the plan of tlie Radium Station to institute 
radium treatmout of all iiatients over 10 years, while younger jm- 
(ienfs are kepi under observation with quarterly gyneeologieal e.\- 
aniiiiatiou and biopsy, so that, radium treatment can lie given at 
the first sign of invasion. On the other hand, jiatients with rather 
slight, beginning or doubtful changes may very well he under 
observation outside the Radium .Station, to which they need he 
referred only if a .suhsequeni hioji.sy shows progres.sioii in 
malignancy. 

As to Dr. Damni’s hositalinn about hiop.sy in snsjieel erosion 
of (lie cervix during pregnancy, willi my modest experiences I do 
not think this hesitation is proiierly founded. As biopsy in these 
cases involves but a very small specimen of quite superficial ti.ssuo, 
it certainty implies no risk to tlie normal course of the gestation: 
and (here is no reason why such a biopsy should no! lie performed 
amlmlatorily. 


•!. F n gc 1 h r 0 1 h - II o 1 m; It is n most imjmrtant question that 
IS taken up for discussion in Dr. Wanschcr's paper. Inil I think the 
question can by no means bo .solved by the patliologisl — something. 
^ dunk we all agree on. 11 is impossible by moans of tbe micro.scope 
alone to decide wJiedier these changes actually are precancerous. 

JJl ‘f ?'■’ observe these patients 

- nil note how many of tliem evonlunllv get euucer 

been loo'.fion has 

can he no rim i n opithelimn. For there 

doubt that m particular this epilhelinm timler hormonal 
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influence and possibly under the influence of other substances too, 
may present some features which very well may be mistaken for 
»precancerous«. 

Like Dr. Heerup I doubt that it is justified to stamp all the 
changes here presented as precancerous. Presumably the first two 
or three are certain, but I question very much the alleged malignant 
nature of the latter specimens presented here. 

Dr. Find Andersen’s statement that lately he has observed 17 
new cases lends support to the assumption that was suggested 
already hy the report on the 6 precancerous cases in Dr. Wanscher’s 
material, namely: that these figures are too high, that they are 
in conflict with the actual number of uterine cancers in the 
population. 

0. Wans Cher: I heg to express my appreciation of the 
remarks and views presented hy the various participants in this 
discussion. Several have expressed the opinion that the changes 
here pointed out in the portio epithelium cannot with certainty 
be designated as manifestation of carcinoma and tliat treatment 
of the lesion therefore is not required at once while such patients 
should he under observation for a longer period. It cannot be 
excluded, I admit, that the changes here described mat/ persist 
for a considerable length of time without progressing, and theo- 
retically it may even he possible that some of these changes may 
undergo retx’ogression. But our studies do not pretend to have 
solved these questions. It is our hope, however, that further in- 
vestigation on a broader basis and covering a longer period will 
be able to contribute to the solution of the problem, and I trust 
that the coopei*ation with the clinicians in this field will prove 
profitable in the future. 

Rich. Ham men: Vital Nuclear Staining. 

Previous investigators do not agree as to the possibility of vital 
staining of living nuclei. 

Tbe writer thinks he has been able to obtain a vital staining 
of living nuclei of human sperm cells with various electro-positive 
dyes. 

Employment of electro-negative dyes gives staining of ap- 
parently dead nuclei. 

These findings thus appear to imply the possibility of a classi- 
fication of sperm cells after their staining properties. 

(The paper will be published in extenso in »Protoplasma«.) 

No discussion. 
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